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Περίληψη 
 
 
     Αντικείμενο τθσ παροφςθσ εργαςίασ ιταν αωενόσ θ κλωνοποίθςθ και θ 
ετερόλογθ ζκωραςθ ενόσ γονιδίου του κερμόωιλου μφκθτα M. thermophila που 
κωδικοποιεί ζνα ζνηυμο (λακκάςθ),  και αωετζρου θ χριςθ τθσ εμπορικισ λακκάςθσ 
ςε αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ.    
     Για τθν ζκωραςθ του γονιδίου, απομονϊκθκε αρχικά το ολικό DNA του M. 
thermophila. Θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία του γονιδίου αναςφρκθκε από τθ βάςθ 
δεδομζνων Genome Portal  και ακολοφκθςε απομόνωςθ και ποςοτικι τθσ ενίςχυςθ 
με τθ μζκοδο τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ. Ο ςχεδιαςμόσ των 
εκκινθτϊν ζγινε με βάςθ τθ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία που επρόκειτο να 
αντιγραωεί με τθ βοικεια προγραμμάτων βιοπλθροωορικισ. ΢τθ ςυνζχεια, 
πραγματοποιικθκε θ ζνκεςθ τθσ ενιςχυμζνθσ αλλθλουχίασ ςτον πλαςμιδιακό 
ωορζα κλωνοποίθςθσ pCR® Blunt. Θ διαδικαςία αυτι πραγματοποιικθκε μζςω 
αντίδραςθσ ςυνζνωςθσ, και ζπειτα, ζλαβε χϊρα ο μεταςχθματιςμόσ επιδεκτικϊν 
βακτθριακϊν κυττάρων E.coli. Κατόπιν, θ ενίςχυςθ των τριϊν κωδικοποιουςϊν 
περιοχϊν του γονιδίου, κακϊσ και θ παραγωγι των τμθμάτων DNA που 
προζρχονταν από τθ ςυνζνωςθ των τριϊν αυτϊν περιοχϊν, επιτεφχκθκε μζςω τθσ 
αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ επικάλυψθσ/επζκταςθσ. Σα προϊόντα τθσ 
αντίδραςθσ ειςιχκθςαν ςτον πλαςμιδιακό ωορζα κλωνοποίθςθσ pCR® Blunt για να 
μεταςχθματιςτοφν τα κφτταρα του βακτθρίου E.coli.  Ζπειτα, θ επικυμθτι 
αλλθλουχία απομονϊκθκε και ειςιχκθ ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pPICZαΑ. Σα 
αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια χρθςιμοποιικθκαν με ςκοπό το μεταςχθματιςμό 
ςτελεχϊν E. coli. ΢τθ ςυνζχεια, το αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο απομονϊκθκε και 
αωοφ πραγματοποιικθκε γραμμικοποίθςθ του, ακολοφκθςε ο μεταςχθματιςμόσ 
των ευκαρυωτικϊν κυττάρων του ηυμομφκθτα P.pastoris με θλεκτροδιάτρθςθ. Θ 
ζκωραςθ τθσ ετερόλογθσ αλλθλουχίασ από τα μεταςχθματιςμζνα ςτελζχθ P.pastoris 
μελετικθκε ςε καλλιζργειεσ μικρισ κλίμακασ. ΢φμωωνα με αυτι τθ μελζτθ, τα 
επίπεδα τθσ βιομάηασ ιταν ικανοποιθτικά, ωςτόςο δεν ανιχνεφτθκε ενηυμικι 
ενεργότθτα με υπόςτρωμα το ABTS. Παρόλα αυτά, επιχειρικθκε απομόνωςθ τθσ 
πρωτεΐνθσ, και υποβλικθκε ςε θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα πολυακριλαμιδίου. 
      Επίςθσ, ςτα πλαίςια τθσ βιοτεχνολογικισ αξιολόγθςθσ τθσ εμπορικισ λακκάςθσ,  
εξετάςτθκε ο πολυμεριςμόσ οριςμζνων αρωματικϊν ενϊςεων. Θ βελτιςτοποίθςθ 
τθσ διαδικαςίασ αυτισ πραγματοποιικθκε με βάςθ το μόριο τθσ κατεχόλθσ, θ δομι 
του οποίου είναι μια από τισ απλοφςτερεσ από τισ δομζσ των αρωματικϊν ενϊςεων. 
Θ βζλτιςτθ απόδοςθ των αντιδράςεων παρατθρικθκε για κερμοκραςία ίςθ με 30°C 
και pH= 6. Εξετάςτθκε, ακόμα και ο πολυμεριςμόσ άλλων αρωματικϊν ενϊςεων, 
όπωσ τθσ πυρογαλλόλθσ, τθσ κατεχίνθσ, του γαλλικοφ οξζοσ, τθσ ανιλίνθσ, τθσ 
υδροκινόνθσ, τθσ κερςετίνθσ, κακϊσ και του καωεϊκοφ οξζοσ, με καταλφτθ τo ζνηυμο 
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λακκάςθ. Για τισ περιςςότερεσ από αυτζσ τισ ενϊςεισ λιωκθκαν παρόμοια 
αποτελζςματα με αυτά του πολυμεριςμοφ τθσ κατεχόλθσ.  
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Abstract 
 
      The present thesis focuses on both cloning and heterologous expression of a 
gene from the thermophilic fungus M. thermophila encoding a novel enzyme 
(laccase), as well as the use of the commercial laccase for polymerization reactions. 
      At first a procedure for the isolation of the total DNA from M. thermophila was 
performed. The nucleotide sequence of the gene was recovered from the Genome 
Portal database and this was followed by the in vitro quantitative amplification of 
the gene from the genomic DNA sample using polymerase chain reaction. The design 
of the primers was based on the nucleotide sequence that was going to be cloned 
with the aid of bioinformatics programs. The nucleotide sequence was inserted into 
the plasmid cloning vector pCR® Blunt via a ligation reaction and transformation of 
competent bacterial cells E. coli followed. The overlap extension polymerase chain 
reaction method was used to amplify the three coding regions of the gene and 
produce DNA fragments consisting of the three regions spliced together. The 
products were inserted into the pCR® Blunt vector in order to transform cells of the 
bacterium E. coli. The DNA sequence was isolated and inserted into the plasmid 
vector pPICZαA and the recombinant plasmids were used to transform E.coli strains. 
After the isolation and the linearization of the recombinant plasmid, a procedure for 
transformation of eukaryotic cells of the yeast P.pastoris by electroporation was 
performed. The expression of the heterologous sequence in the modified strains was 
studied in small scale cultures. The study showed satisfactory levels of biomass 
growth, while no enzyme activity was detected when the enzyme was assayed in the 
presence of ABTS substrate. Nevertheless, an attempt to recoverthe protein was 
made.  
     In order to evaluate the biotechnological value of the commercial laccase, the 
polymerization of a variety of aromatic compounds was also studied. The 
optimization of this process was based on the molecule of catechol, which structure 
is one of the simplest of those of aromatic compounds. The optimum yield of the 
reactions observed in temperature equal to 30 ° C and pH = 6. Furthermore, the 
polymerization of other aromatic compounds such as pyrogallol, catechol, gallic acid, 
aniline, hydroquinone, quercetin, and caffeic was examined. For most of these 
compounds, the results that were obtained were similar to those of the 
polymerization of catechol.  
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Κεφάλαιο 1: Ειςαγωγή 
 
1.1 Θερμόφιλοι οργανιςμοί – Θερμοάντοχα ζνηυμα 
         Ο ρόλοσ των ενηφμων ςε διάωορεσ διεργαςίεσ είναι γνωςτόσ εδϊ και πολφ 
καιρό. Με τθν καλφτερθ γνϊςθ και τον κακαριςμό των ενηφμων, ο αρικμόσ των 
εωαρμογϊν τουσ ζχει αυξθκεί ςθμαντικά, και κυρίωσ με τθ χριςθ των 
κερμοςτακερϊν ενηφμων, νζεσ βιομθχανικζσ εωαρμογζσ μποροφν να επιτευχκοφν.  
Σα κερμοςτακερά ζνηυμα ζχουν μεγάλο βιοτεχνολογικό και βιομθχανικό 
ενδιαωζρον, διότι είναι καταλλθλότερα ςε βιομθχανικζσ διεργαςίεσ, οι οποίεσ 
απαιτοφν υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Σα ζνηυμα αυτά, τα οποία ζχουν απομονωκεί 
κυρίωσ από κερμόωιλουσ οργανιςμοφσ, μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςε ζνα 
μεγάλο εφροσ εωαρμογϊν, εξαιτίασ τθσ ζμωυτθσ ςτακερότθτάσ τουσ [Demirijan et 
al., 2001+. Ενϊ θ πλειοψθωία των κερμοςτακερϊν ενηφμων χρθςιμοποιείται ςτθ 
βιομθχανία αμφλου*Poonam and Dalel,1995; Crab and Mitchinson, 1997; Emmanuel 
et al., 2000; Sarikaya et al., 2000+, ζνασ αρικμόσ άλλων διάωορων εωαρμογϊν 
αναπτφςςεται. Για παράδειγμα, ςτθ βιομθχανία τροωίμων τα ζνηυμα ζχουν 
χρθςιμοποιθκεί για τθ ςφνκεςθ αμινοξζων [Satosi et al., 2001+, ενϊ ςτθ βιομθχανία 
πετρελαίου, χθμικϊν και χάρτου ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν εξάλειψθ των ρφπων 
που περιζχουν κείο μζςω τθσ βιοαποικοδόμθςθσ επιβλαβϊν ενϊςεων [Bahrami et 
al., 2001+, κακϊσ και για τθν παραγωγι 1,3-προπανοδιόλθσ από γλυκερίνθ και τθν 
αντικατάςταςθ ρυπογόνων χθμικϊν αντιδραςτθρίων που προκαλοφνται από τοξικά 
προϊόντα [Peter et al.,2001].  
         Οι βαςικοί λόγοι για τθν επιλογι κερμοςτακερϊν ενηφμων ςτισ διεργαςίεσ 
είναι θ εγγενισ τουσ (εςωτερικι) κερμοςτακερότθτα, θ οποία ςυνεπάγεται 
δυνατότθτεσ για παρατεταμζνθ αποκικευςθ (ςε κερμοκραςία δωματίου), θ 
αυξθμζνθ αντοχι ςε οργανικοφσ διαλφτεσ [Kristjansson et al., 1989+, το μειωμζνο 
ρίςκο κινδφνου μόλυνςθσ, κακϊσ και οι χαμθλζσ απϊλειεσ δραςτικότθτασ κατά τθ 
διάρκεια τθσ επεξεργαςίασ τουσ. Παρουςιάηουν, ακόμα, πολλά πλεονεκτιματα ωσ 
βιομθχανικοί καταλφτεσ, δεδομζνου ότι ςπάνια χρειάηονται τοξικά μεταλλικά ιόντα 
για τθ λειτουργικότθτα τουσ, δθμιουργϊντασ ζτςι τθ δυνατότθτα να χρθςιμοποιοφν 
επεξεργαςίεσ ωιλικζσ προσ το περιβάλλον.Επίςθσ ζχουν ζνα προωανζσ πλεονζκτθμα 
ωσ καταλφτεσ ςε αυτζσ τισ διαδικαςίεσ, κακϊσ οι υψθλζσ κερμοκραςίεσ ςυχνά 
προωκοφν τθν καλφτερθ διείςδυςθ του ενηφμου και τθν αποδιοργάνωςθ του 
κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των πρϊτων υλϊν *Paes et al.,2006]. Είναι ςε κζςθ να 
αντζχουν τισ ςυχνά ςκλθρζσ ςυνκικεσ τθσ βιομθχανικισ επεξεργαςίασ και 
παρουςιάηουν μεγάλθ εξειδίκευςθ, και κατά ςυνζπεια ζχουν ςθμαντικζσ 
δυνατότθτεσ για πολλζσ βιομθχανικζσ εωαρμογζσ. Θ χριςθ αυτϊν των ενηφμων για 
τθ βελτιςτοποίθςθ αντιδράςεων, που πραγματοποιοφνται ςτθ βιομθχανία 
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τροωίμων και χάρτου, ςτα απορρυπαντικά, ςτα ωάρμακα και ςτθν απομάκρυνςθ 
των τοξικϊν αποβλιτων μελετάται εκτενϊσ. 
       Πολλζσ από αυτζσ τισ αναωερκείςεσ διαδικαςίεσ απαιτοφν ζνηυμα τα οποία 
είναι λειτουργικά ςτακερά ςε υψθλι κερμοκραςία επιτρζποντασ ζτςι τθν  εφκολθ 
ανάμιξθ, τθν καλφτερθ διαλυτότθτα ςτο υπόςτρωμα, τθν υψθλι ταχφτθτα 
μεταωοράσ μάηασ, και τθ μείωςθ του κινδφνου μόλυνςθσ [Karlsson et al., 2007]. Οι 
κερμόωιλοι οργανιςμοί αποτελοφν πθγζσ αυτϊν των βιομθχανικϊν κερμοςτακερϊν 
ενηφμων, διότι τα κυτταρικά τουσ  ςυςτατικά (ζνηυμα, πρωτεΐνεσ και νουκλεϊκά 
οξζα) είναι επίςθσ κερμοςτακερά. 
 
         Οι μικροοργανιςμοί, όπωσ και όλοι οι ηωντανοί οργανιςμοί, προςαρμόηονται 
ςτισ ςυνκικεσ, ςτισ οποίεσ πρζπει να ηιςουν και να επιβιϊςουν. (Leuschner and 
Antranikan, 1995; Fredrich and Antrakian, 1996; Diane et al., 1997; Zeikus et al., 
1998a,b). Γενικότερα,  οι μικροοργανιςμοί διακρίνονται ςε τζςςερισ κφριεσ ομάδεσ 
με βάςθ τισ βζλτιςτεσ κερμοκραςίεσ ανάπτυξισ τουσ, οι οποίεσ αναγράωονται ςτον 
παρακάτω πίνακα :  
Πίνακασ 1.1 : Κατθγορίεσ μικροοργανιςμϊν ςε ςχζςθ με τθ κερμοκραςία ανάτυξισ τουσ  
[Brock TD et al., 1986,[Maheshwari, Bharadwaj & Bhat, 2000], [Kristjansson & Stetter, 1992].  
Μικροοργανιςμοί Θερμοκραςίεσ ανάπτυξθσ 
Ψυχρόωιλοι <20 ° C 
Μεςόωιλοι 20- 45 °C 
Θερμόωιλοι >55 ° C 
Τπερκερμόωιλοι  >80 ° C 
 
        ΢ε βιομθχανικζσ εωαρμογζσ με κερμόωιλουσ οργανιςμοφσ και κερμοςτακερά 
ζνηυμα, τα απομονωμζνα ζνηυμα κυριαρχοφν ζναντι των μικροοργανιςμϊν, διότι 
είναι πιο ςτακερά και ενεργά ςε κερμοκραςίεσ υψθλότερεσ από τισ βζλτιςτεσ 
κερμοκραςίεσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν [Saboto et al., 1999]. Οι 
περιςςότερεσ, αλλά όχι όλεσ οι πρωτεΐνεσ από κερμόωιλουσ οργανιςμοφσ είναι 
κερμοςτακερζσ. Σα εξωκυτταρικά ζνηυμα εμωανίηουν γενικά υψθλι κερμικι 
ςτακερότθτα, δεδομζνου ότι δεν μποροφν να ςτακεροποιθκοφν με ειδικοφσ 
κυτταρικοφσ παράγοντεσ, όπωσ ςυμβατικοφσ διαλφτεσ *Santos et al., 2002].  
         Σα ζνηυμα αυτά μποροφν να παραχκοφν από  κερμόωιλουσ οργανιςμοφσ μζςω 
είτε βελτιςτοποιθμζνθσ ηφμωςθσ των μικροοργανιςμϊν είτε κλωνοποίθςθσ ταχζων 
αναπτυςςόμενων μεςόωιλων οργανιςμϊν με τθ χριςθ τθσ τεχνολογίασ 
αναςυνδυαςμζνου DNA *Haki & Rakshit, 2003+. Ζνασ τζτοιοσ οργανιςμόσ είναι και ο 
κερμόωιλοσ μφκθτασ Myceliophthora thermophila.  
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1.2 Θερμόφιλοσ μφκθτασ : Μyceliophtora thermophila 
        Ο Μ. thermophila είναι ζνασ κερμόωιλοσ μφκθτασ, ο οποίοσ αναπτφςςεται 
βζλτιςτα ςτο κερμοκραςιακό εφροσ 45-50° C, αλλά όχι πάνω από 60°C.  O 
Sporotrichum (Chrysosporium) thermophile και ο Myceliophthora thermophila, είναι, 
αντίςτοιχα, το ανάμορωο και το τελειόμορωο ςτάδιο του ίδιου μφκθτα. Ο μφκθτασ 
αυτόσ είναι ζνασ ετεροκαλλικόσ αςκομφκυτασ *Mouchacca et al., 1997+, που 
βρίςκεται ςτο ξφλο, ςτο άχυρο και ςε ωφλλα. Οι αποικίεσ του M. thermophila 
ςυνικωσ απομονϊνονται από το ζδαωοσ ι από composts. Εδάωθ υγρά, 
κερμαινόμενα από τον ιλιο αποτελοφν ιδανικά μζρθ για τθν ανάπτυξθ του  Μ. 
thermophila, επειδι δεν διαχζουν εφκολα τθ κερμότθτα και βοθκοφν ςτθν μόνωςθ 
τθσ αποικίασ. Ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςτουσ 50οC υπολογίηεται ςε 0.23 h-1, ενϊ ςτουσ 
30οC ςε 0.11 h-1. Εκτόσ από το ρυκμό ανάπτυξθσ, παρατθρείται διαωορά και ςτθ 
μορωολογία των αποικιϊν ανάλογα με τθ κερμοκραςία, κακϊσ ςτουσ 30οC ο 
μφκθτασ αναπτφςςει μθκφλλιο μικρϊν διαςτάςεων και δθμιουργεί πρόωρα ςπόρια 
αγενοφσ αναπαραγωγισ (κονίδια). *Maheshwari et al., 2000+. Σα κονίδια αρχικά 
ζχουν ομαλι επιωάνεια και είναι λευκά, ενϊ όταν ωριμάςουν ζχουν χρϊμα ςκοφρο 
καωζ και τραχιά επιωάνεια *Chusid et al., 2006 ]. 
 
 
   Εικόνα 1.1 : Μορωι των κονιδίων του M.thermophila [Chusid et al., 2006]. 
 
         Πρόςωατα ζχει βρεκεί και θ αλλθλουχία του γονιδιϊματόσ του, 
αποκαλφπτοντασ το πλιρεσ ωάςμα των ενηφμων, τα οποία χρθςιμοποιεί αυτόσ ο 
οργανιςμόσ. Σο γονιδίωμα του M. thermophila βρίςκεται ςτθ βάςθ δεδομζνων 
Genome Portal του Join Genome Institute, University of California 
(http://genome.jgi-psf.org/Spoth1/Spoth1.home). ΢υνολικά ζχει 9.296 γονίδια, 
38.744.216 βάςεισ DNA ςε εωτά γραμμικά χρωμοςϊματα και 194 γονίδια RNA.  
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Εικόνα 1.2  : Myceliophthora thermophila (Sporotrichum thermophile) 
 
Ο M. thermophila είναι μια εξαιρετικι πθγι γονιδίων, που κωδικοποιοφν 
εξωκυτταρικά κερμόωιλα ζνηυμα. Σα ζνηυμα αυτά, κακϊσ και ο ςυνδυαςμόσ 
ενηφμων, που προζρχονται από αυτό το είδοσ προωκοφν τθν ανάπτυξθ προθγμζνων 
τεχνολογιϊν για τα καφςιμα που προζρχονται από τθ βιομάηα, για τα διάωορα 
χθμικά και πολλζσ άλλεσ βιομθχανίεσ. Για παράδειγμα, οι κυτταρινάςεσ ςυντίκενται 
ταχφτατα από τον Μ. thermophila. Ο Μ. thermophila μπορεί ακόμα να 
χρθςιμοποιθκεί για τθν αποικοδόμθςθ τθσ κυτταρίνθσ ςε απλοφσ υδατάνκρακεσ. 
Εκτόσ όμωσ από τισ κυτταρινάςεσ, ζνα γονίδιο που προζρχεται από Μ. thermophila 
χρθςιμοποιικθκε προκειμζνου να δθμιουργθκεί ζνα ζνηυμο, θ λακκάςθ και να 
χρθςιμοποιθκεί ςε προϊόντα ωροντίδασ του ςτόματοσ για τθν πρόλθψθ τθσ 
κακοςμίασ του ςτόματοσ [Brinch & Pedersen,2001]. Πιο ςυγκεκριμζνα, μπορεί να 
βρεκεί ςε προϊόντα όπωσ οδοντόκρεμα, ςτοματικό διάλυμα, και μζντεσ.  Επίςθσ, οι 
λακκάςεσ μποροφν να λειτουργιςουν ωσ υποκατάςτατα για επιβλαβι χθμικά 
αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιοφνται ςτθν βιομθχανία χάρτου, χαρτοπολτοφ και 
κλωςτοχωαντουργίασ. Οι λακκάςεσ, αν και είναι μια ομάδα ενηφμων με μικρι 
ιςτορία ςτο χϊρο τθσ βιοτεχνολογίασ, το πλικοσ των εωαρμογϊν τουσ, τισ κακιςτά 
ζνηυμα ελκυςτικά προσ μελζτθ τθσ παραγωγισ και ταυτοποίθςι τουσ.  
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1.3 Λακκάςεσ: Θερμοάντοχα ζνηυμα που εκφράηονται από τον Μ.thermophila   
 
 1.3.1 Λακκάςεσ : Μπλε οξειδωτικά ζνηυμα χαλκοφ  
      Οι λακκάςεσ ( EC 1.10.3.2 ) είναι οξειδωτικά ζνηυμα που περιζχουν τζςςερα 
ιόντα χαλκοφ ςε δφο ενεργζσ περιοχζσ. Οι λακκάςεσ  που αντιπροςωπεφουν τθ 
μεγαλφτερθ υποομάδα των μπλε οξειδαςϊν με πολλαπλά ιόντα χαλκοφ (multi-
copper oxidase), χρθςιμοποιοφν τθ χαρακτθριςτικι ικανότθτα οξειδοαναγωγισ των 
ιόντων αυτϊν  για να καταλφουν τθν οξείδωςθ ενόσ ευρζοσ ωάςματοσ αρωματικϊν 
υποςτρωμάτων, παράλλθλα με τθν αναγωγι του μοριακοφ οξυγόνου ςε νερό. Οι 
λακκάςεσ είναι ικανζσ να καταλφουν τθν άμεςθ οξείδωςθ των ορκο- και παρα-
διωαινολϊν, των αμινοωαινολϊν, των πολυωαινολϊν, των πολυαμινϊν, των 
διαμινϊν, κακϊσ και μερικϊν ανόργανων ιόντων. Μεταξφ περιςςοτζρων από 200 
είδθ οξειδαςϊν και οξυγεναςϊν, μόνο ζξι κατθγορίεσ ενηφμων είναι ικανζσ να 
καταλφουν αυτοφ του τφπου αντίδραςθ του οξυγόνου (οξειδάςθ του κυτοχρϊματοσ 
c, λακκάςεσ, οξειδάςθ L-αςκορβικοφ , ςερουλοπλαςμίνθ, οξειδάςθ χολερυκρίνθσ, 
και ςυνκάςθ ωενοξαηινόνθσ)  *Giardina et al., 2009]. Εκτόσ από τισ λακκάςεσ (EC 
1.10.3.2),θ οξειδάςθ του αςκορβικοφ οξζοσ (EC 1.10.3.3), θ ωεροξειδάςθ (ΕΚ 
1.16.3.1),θ νιτρϊδθ αναγωγάςθ (ΕΚ 1.7.2.1) και θ ςερουλοπλαςμίνθ (ΕΚ 1.16.3.1) 
είναι όλα τα μζλθ αυτισ τθσ οξειδωτικισ υπεροικογζνειασ πολυ-χαλκοφ. 
 
 
 
     Εικόνα 1.3 : Διαγραμματικι παρουςίαςθ τθσ αναγωγισ του μοριακοφ οξυγόνου ςε νερό 
 
 
 
17 
 
1.3.2 Ρροζλευςθ λακκαςϊν  
             Θ λακκάςθ ανακαλφωκθκε για πρϊτθ ωορά από το ςωρίγοσ του ιαπωνικοφ  
δζντρου λάκα Rhus vernicifera. Από τότε οι λακκάςεσ ζχουν βρεκεί ςε διάωορουσ 
βαςιδιομφκθτεσ και αςκομφκθτεσ, και επιπλζον οι λακκάςεσ που προζρχονται από 
μφκθτεσ κεωροφνται θ πιο ςθμαντικι ομάδα των οξειδαςϊν με πολλαπλά ιόντα 
χαλκοφ ςε ςχζςθ με τον αρικμό και τθν ζκταςθ του χαρακτθριςμοφ τουσ. ΢τουσ 
μφκθτεσ, διεξάγουν μια ποικιλία ωυςιολογικϊν ρόλων, ςυμπεριλαμβανομζνου τθ 
μορωογζνεςθ και τθν αποικοδόμθςθ τθσ λιγνίνθσ. Ζχουν βρεκεί ςχεδόν ςε όλουσ 
τουσ μφκθτεσ, από αυτοφσ που ζχουν αναλυκεί μζχρι ςιμερα, που καταναλϊνουν 
ξφλο και είναι ςχεδόν πανταχοφ παρόντοσ ζνηυμα, κακϊσ ζχουν απομονωκεί από 
ωυτά, από μερικά είδθ βακτθρίων, κακϊσ και από ζντομα. 
         Βρίςκονται κυρίωσ ςε λιγνινολυτικοφσ βαςιδιομφκθτεσ (Phanerochaete, 
Trametes, Pycnoporus, Nematoloma, Sporotrichum, Stropharia).  Θ παρουςία τουσ 
ςτουσ προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ είναι περιοριςμζνθ ςε οριςμζνα μόνο είδθ 
(Aquifex, Pyrobaculum, Azospirillum, Sinorhizobium, Marinomonas, 
Ralstonia,Streptomyces ι Bacillus). 
         ΢τα ωυτά, ζχουν βρεκεί ςτο ξφλο και τα κυτταρικά τοιχϊματα των  ποωδϊν 
ειδϊν, όπου ςυμμετζχουν ςτθ βιοςφνκεςθ τθσ λιγνίνθσ. Οι βακτθριακζσ λακκάςεσ 
ωαίνεται να ζχουν κάποιο ρόλο ςτθν μορωογζνεςθ, ςτθ βιοςφνκεςθ τθσ καωζ 
ςπορίων και ςτθν προςταςία που παρζχεται από το παλτό ςπορίων ενάντια ςτθν 
υπεριϊδθ ακτινοβολία, ςτο υπεροξείδιο του υδρογόνου και ςτθν ομοιόςταςθ του 
χαλκοφ.  
 
 
1.3.3 Χαρακτθριςτικά τθσ δομισ των λακκαςϊν  
 
         Θ πλειοψθωία των μυκθτιακϊν λακκαςϊν είναι εξωκυτταρικζσ μονομερείσ 
ςωαιρικζσ γλυκοπρωτεΐνεσ των περίπου 60-70 kDa με ζνα όξινο ιςοθλεκτρικό 
ςθμείο (pI) περίπου pΘ 4,0. Γενικά γλυκοηυλιόνονται  με ζνα βακμό γλυκοηυλίωςθσ 
μεταξφ 10 και 25% και μόνο ςε λίγεσ περιπτϊςεισ μεγαλφτερο από 30% [Giardina et 
al., 2009]. Σο τυπικό περιεχόμενο των λακαςϊν περιλαμβάνει ζνα τφπου-1 (Σ1)  
(Cu1), ζνα τφπου-2 (Σ2) και δφο τφπου-3 (Σ3) ιόντα  χαλκοφ (Cu2 andCu3), με τα 
ιόντα χαλκοφ Cu2 και Cu3 να διατάςςονται ςε ζνα τριπυρθνικό ςφμπλεγμα (TNC). Οι 
τρεισ τφποι χαλκοφ μποροφν να διακρικοφν μζςω ωαςματομετρίασ UV-Vis.  Ο τφποσ 
1 χαλκοφ ςτθν οξειδωμζνθ του κατάςταςθ είναι υπεφκυνοσ για το μπλε χρϊμα τθσ 
λακκάςθσ, που απορροωά ςτα 610 nm. Μπορεί να μετατοπιςτεί από τον υδράργυρο 
και να υποκαταςτακεί από το κοβάλτιο. Απομάκρυνςθ του τφπου 1 χαλκοφ 
προκαλεί μείωςθ τθσ δραςτικότθτα τθσ λακκάςθσ. Σο κυάνιο μπορεί να αωαιρζςει 
όλο το χαλκό από το ζνηυμο, παρόλα αυτά θ εκ νζου ενςωμάτωςθ του τφπου 1 και 
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του τφπου 2 χαλκοφ ζχει αποδειχκεί ότι είναι αδφνατθ . Ωςτόςο,  ο τφπου 3 χαλκόσ 
μπορεί να ενςωματωκεί εκ νζου ςτο ζνηυμο.   *Giardina et al., 2009]  
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.4 : Σριπυρθνικό ςφμπλεγμα λακαςϊν. Κάκε κζντρο χαλκοφ δεςμεφεται από 
πλευρικζσ αλυςίδεσ ιςτιδίνθσ. ( κζντρα χαλκοφ : καωζ, άηωτο: μπλε) 
 
     Οι οξειδάςεσ πολλαπλϊν ιόντων χαλκοφ ανικουν ςε μία πρωτεϊνικι 
υπεροικογζνεια  ενηφμων που οξειδϊνουν τα υποςτρϊματα ςε ζνα μονοπυρθνικό 
κζντρο Σ1 χαλκοφ.  Σα θλεκτρόνια από τθν Σ1 περιοχι χαλκοφ μεταωζρονται 
εςωτερικά ςτο τριπυρθνικό κζντρο χαλκοφ Σ2/Σ3, όπου λαμβάνει χϊρα αναγωγι 
του μοριακοφ οξυγόνου κατά τζςςερα θλεκτρόνια, αποδίδοντασ δφο μόρια νεροφ. 
Σο Σ1 άτομο χαλκοφ δεςμεφεται από δφο κατάλοιπα ιςτιδίνθσ και ζνα κατάλοιπο 
κυςτεΐνθσ, τα οποία ςχθματίηουν ζναν μεταλλο-οργανικό δεςμό. Επιπλζον, οι 
πλευρικζσ αλυςίδεσ μιασ  μεκειονίνθσ, μια λευκίνθ ι ιςολευκίνθ  είναι ςε κοντινι 
εγγφτθτα με τον χαλκό Σ1. Σο άτομο χαλκοφ Σ2 του  τριπυρθνικοφ κζντρου 
ςυντονίηεται από δφο ςυνδζτεσ ιςτιδίνθσ, ενϊ οι δφο χαλκοί T3 ζχουν ςυνολικά ζξι 
ςυνδζτεσ ιςτιδίνθσ. 
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Εικόνα  1.5 : Σρεισ διαωορετικζσ περιοχζσ οξειδοαναγωγισ των τεςςάρων ατόμων χαλκοφ 
ςτισ λακκάςεσ  
 
 
 
          Ανάλυςθ των βαςικϊν χαρακτθριςτικϊν τθσ αλλθλουχίασ των μυκθτιακϊν 
λακκαςϊν, θ οποία βαςίςτθκε ςε πολλαπλζσ αλλθλουχίεσ περιςςότερων από 100 
λακκαςϊν, ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν ταυτοποίθςθ ενόσ ςυνόλου από τζςςερα 
διαςτιματα περιοχϊν αλλθλουχίασ, L1-L4, χριςιμα για να προςδιορίςουν τισ 
λακκάςεσ και να τισ διακρίνουν από τθν ευρφτερθ κατθγορία των οξειδαςϊν με 
πολλαπλά ιόντα χαλκοφ (multi copper oxidase). Πιο ςυγκεκριμζνα, οι περιοχζσ  L2 
και L4 βρίςκονται ςε όλεσ τισ οξειδάςεσ με πολλαπλά ιόντα χαλκοφ, ενϊ οι L1 και L3 
είναι χαρακτθριςτικζσ για τισ λακκάςεσ. Οι περιοχζσ αλλθλουχίασ τθσ λακκάςθσ  L1-
L4 περιλαμβάνουν τα κατάλοιπα του 12ου αμινοξζοσ που δρουν ωσ ςυνδζτεσ 
χαλκοφ. [Kumar et al., 2003] 
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 Εικόνα 1.6 : ΢υνδετικά κατάλοιπα χαλκοφ τθσ λακκάςθσ από Trametes versicolor [PDB entry 
1GYC+. Σα κζντρα χαλκοφ παρουςιάηονται με πορτοκαλί, τα κατάλοιπα που αντιςτοιχοφν 
ςτισ περιοχζσ L1, M2, L3, M4 με ροη, πράςινο, μπλε και κίτρινο αντίςτοιχα (PyMOL ) 
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Εικόνα 1.7 : Ανάλυςθ τθσ δομισ βακτθριακϊν, μυκθτιακϊν και ωυτικϊν λακαςϊν,  
Πολλαπλι ομοπαράκεςθ των αλλθλουχιϊν δζςμευςθσ του χαλκοφ από βακτθριακζσ, 
μυκθτιακζσ και ωυτικζσ λακκάςεσ. Φαίνονται τα ςυντθρθμζνα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ ςτα 
οποία δεςμεφονται τα ιόντα χαλκοφ. 
 
  
 1.3.4 Λειτουργία λακκαςϊν  
         Οι λακκάςεσ είναι γλυκοπρωτεΐνεσ, των οποίων θ ωυςιολογικι λειτουργία 
μπορεί να εκκρίνεται ι να είναι ενδοκυτταρικι, είναι διαωορετικι ςτουσ διάωορουσ 
οργανιςμοφσ, αλλά όλεσ καταλφουν διεργαςίεσ πολυμεριςμοφ ι αποπολυμεριςμοφ. 
΢τα ωυτά παίρνουν μζροσ ςτο ςχθματιςμό του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ και, μαηί με 
τισ υπεροξειδάςεσ, ςτθ λιγνιτοποίθςθ. Δεν υπάρχει αμωιβολία ότι οι λακκάςεσ είναι 
μεταξφ των βαςικϊν ενηφμων που εμπλζκονται ςτισ διαδικαςίεσ απολιγνινοποίθςθσ 
από μφκθτεσ λευκισ ςιψθσ. 
      ΢τισ αντιδράςεισ, οι οποίεσ καταλφονται με λακκάςεσ, λαμβάνει χϊρα οξείδωςθ 
ενόσ κατάλλθλου μορίου υποςτρϊματοσ (ωαινόλεσ και αρωματικζσ ι αλειωατικζσ 
αμίνεσ) ςτθν αντίςτοιχθ δραςτικι ρίηα. Όπωσ ζχει αναωερκεί, θ οξειδοαναγωγικι 
διαδικαςία λαμβάνει χϊρα με τθ βοικεια του ςυμπλζγματοσ που αποτελείται από 
τα τζςςερα άτομα χαλκοφ, τα οποία ςχθματίηουν τον καταλυτικό πυρινα του 
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ενηφμου. Επίςθσ, είναι υπεφκυνα για το χαρακτθριςτικό μπλε χρϊμα αυτϊν των 
ενηφμων, εξαιτίασ τθσ ζντονθσ απορρόωθςθσ τουσ από τουσ δεςμοφσ Cu–Cu. Σο 
ςυνολικό αποτζλεςμα του καταλυτικοφ κφκλου είναι θ αναγωγι ενόσ μορίου 
οξυγόνου ςε δφο μόρια νεροφ και θ παράλλθλθ οξείδωςθ των τεςςάρων μορίων 
υποςτρωμάτων για τθν παραγωγι τεςςάρων ριηϊν. Αυτά τα ενεργά ενδιάμεςα 
μποροφν ζπειτα να παράγουν διμερι, ολιγομερι, κακϊσ και πολυμερι. Θ πιο απλι 
περίπτωςθ είναι αυτι που τα μόρια του υποςτρϊματοσ οξειδϊνονται ςτισ 
αντίςτοιχεσ ρίηεσ, με απευκείασ αλλθλεπίδραςθ του ςυμπλζγματοσ χαλκοφ (ςχιμα 
1α). Ωςτόςο, είναι ςυχνό ωαινόμενο τα υποςτρϊματα να μθν οξειδϊνονται 
απευκείασ από τισ λακκάςεσ, είτε επειδι είναι πολφ μεγάλα για να ειςχωριςουν 
ςτο ενεργό κζντρο του ενηφμου είτε επειδι ζχουν υψθλό δυναμικό 
οξειδοαναγωγισ. Μιμοφμενα τθ ωφςθ, είναι πικανό να ξεπεράςουν αυτό το 
πρόβλθμα, με τθν προςκικθ των λεγόμενων χθμικϊν μεςολαβθτϊν’’ , οι οποίεσ 
είναι ενϊςεισ που δρουν ωσ ενδιάμεςα υποςτρϊματα για τισ λακκάςεσ, και των 
οποίων θ οξειδωμζνθ μορωι είναι ικανι να αλλθλεπιδρά με το ογκϊδεσ ι το υψθλό 
οξειδοαναγωγικό δυναμικό των υποςτρωμάτων – ςτόχων (ςχιμα 1β).     *Riva et al., 
2006] 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.8 : ΢χθματικι απεικόνιςθ των οξειδοαναγωγικϊν κφκλων για τθν οξείδωςθ 
υποςτρωμάτων καταλυόμενθ με λακκάςθ με τθν απουςία (α) ι τθν απουςία (β) χθμικϊν 
μεςολαβθτϊν 
  
 
        Οι  χθμικοί μεςολαβθτζσ μποροφν να διευρφνουν τθ μεγάλθ ποικιλία των 
οξειδωτικϊν αντιδράςεων που καταλφει θ λακκάςθ. Κατάλλθλοι μεςολαβθτζσ 
οξειδοαναγωγισ είναι καλά υποςτρϊματα για τθ λακκάςθ, των οποίων οι 
οξειδωμζνεσ μορωζσ ζχουν αρκετό χρόνο θμιηωισ για να επιτραπεί θ διάχυςθ τουσ 
προσ άλλα μθ-οξειδϊςιμα υποςτρϊματα για τθ λακκάςθ (μθ-ωαινολικά 
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υποςτρϊματα ι μεγάλα μόρια), και διακζτουν υψθλό δυναμικό οξείδωςθσ για να 
επιτρζψει ςτθ λακκάςθ να τα οξειδϊςει ζμμεςα [Piscitelli & Pezzella, 2010]. 
 
1.3.5 Βιομθχανικζσ εφαρμογζσ λακκαςϊν  
        Ζνασ αρικμόσ εωαρμογϊν για τισ λακκάςεσ ζχουν προτακεί ςε διάωορουσ 
βιομθχανικοφσ κλάδουσ, όπωσ θ κλωςτοχωαντουργία, τα τρόωιμα, θ βιομθχανία 
χάρτου και χαρτοπολτοφ, θ ωαρμακευτικι, θ χθμεία, θ νανο-βιοτεχνολογία, κακϊσ 
και τα  καλλυντικά. ΢τισ περιςςότερεσ από αυτζσ τισ εωαρμογζσ, χρθςιμοποιοφνται 
μαηί με ζνα χθμικό μεςολαβθτι. Οι  λακκάςεσ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθ 
λεφκανςθ υωαςμάτων, για τθν εξάλειψθ των ανεπικφμθτων ωαινολικϊν, τα οποία 
είναι υπεφκυνα για τθν αμαφρωςθ, τθν εξάλειψθ του ςχθματιςμοφ κολϊματοσ και 
τθσ ανάπτυξθσ κολότθτασ ςτουσ χυμοφσ ωροφτων, τθ μπίρα και το κραςί. Είναι 
επίςθσ χριςιμεσ ςτθ ςφνκεςθ διαωόρων λειτουργικϊν οργανικϊν ενϊςεων, όπωσ 
ωάρμακα και βαωζσ, ςτθ παραγωγι διαωόρων πολυμερϊν, ςτθ παραγωγι 
ενζργειασ ςε βιοκαφςιμο από κφτταρα και ςε βαωζσ μαλλιϊν. Όςον αωορά ςτθ 
βιοαποκατάςταςθ, εωαρμόηονται ςτον αποχρωματιςμό κλωςτοχωαντουργικϊν 
λυμάτων, ςτθν αποικοδόμθςθ των πλαςτικϊν απορριμμάτων που περιζχουν 
ολεωίνεσ, ςτθν εξάλειψθ τθσ οςμισ που εκπζμπεται  από χϊρουσ διάκεςθσ 
απορριμμάτων ι ηωικϊν αγροκτθμάτων, ςτθν απομάκρυνςθ ωαινολικϊν ενϊςεων 
από ελαιόλαδο και ςτθν απολφμανςθ εδαωϊν από πολυκυκλικοφσ αρωματικοφσ 
υδρογονάνκρακεσ(PAH). [Piscitelli&Pezzella,2010]. Σζλοσ, χρθςιμοποιοφνται και για 
τθν καταςκευι των πωμάτων ωελλοφ, όπου εκεί το ζνηυμο μειϊνει τθ 
χαρακτθριςτικι γεφςθ του ωελλοφ που ςυχνά μεταδίδεται  ςτα πολυκαιριςμζνα 
εμωιαλωμζνα κραςιά. Προσ το παρόν, οι κυριότερεσ τεχνολογικζσ εωαρμογζσ τουσ 
είναι ςτον τομζα τθσ κλωςτοχωαντουργίασ, των βαωϊν και των διαδικαςιϊν που 
ςχετίηονται με αποχρωματιςμό των βαωϊν.  [Riva et al., 2006] 
 
1.3.5.1 Οι λακκάςεσ ωσ εργαλεία για τθν οργανικι ςφνκεςθ  
            Οι αντιδράςεισ με λακκάςεσ πραγματοποιοφνται με ςχθματιςμό μιασ  
ρίηασ κατιόντοσ, με επακόλουκθ αποπρωτονίωςθ τθσ υδροξυ-ομάδασ για τθν 
παραγωγι μία ρίηασ. Θ ρίηα αυτι μπορεί ςτθ ςυνζχεια να υποβλθκεί ςτο 
ςχθματιςμό ενόσ παραγϊγου κινόνθσ ι να παράγει από μόνθ τθσ όμοια μοριακά 
διμερι. Αυτά τα διμερι μποροφν να είναι C-O ι C-C. Αυτζσ oι διμερείσ αντιδράςεισ 
ςχθματιςμοφ αναωζρονται ωσ "οξειδωτικι ςφηευξθ". Μετά από κάποιο χρόνο 
αντίδραςθσ, τα ολιγομερι και πολυμερι μποροφν να δθμιουργοφνται από τα 
διμερι. Οι λακκάςεσ, ακόμα, μποροφν να ενϊςουν ζνα υπόςτρωμα λακκάςθσ 
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(αρωματικι ι υδροξυλικι ομάδα) με ζνα υπόςτρωμα χωρίσ λακκάςθ για τθ 
δθμιουργία νζων ετερομοριακϊν υβριδικϊν μορίων. Θ αντίδραςθ αυτι μπορεί να 
ζχει ωσ αποτζλεςμα το ςχθματιςμό ωαινολικϊν δομϊν ι δομϊν κινόνθσ. 
         Άλλεσ αντιδράςεισ περιλαμβάνουν οξείδωςθ του ωαινολικοφ υποςτρϊματοσ 
καταλιγοντασ ςε οξειδωμζνα υποςτρϊματα λακκάςθσ, οξειδωτικι διάςπαςθ με 
αποτζλεςμα αποκαρβοξυλίωςθ, με αποτζλεςμα αποκαρβοξυλιωμζνα υποςτρϊματα 
λακκάςθσ. Θ ςφνκεςθ νζων υβριδικϊν μορίων απαιτεί τον ςχθματιςμό 
κακοριςμζνων διμερϊν ι τριμερϊν. Ωςτόςο, οι ρίηεσ που ςχθματίηονται τείνουν να 
πολυμερίηονται με τζτοιο τρόπο, ϊςτε  να ςχθματίηονται απροςδιόριςτα προϊόντα 
υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ. Χρθςιμοποιϊντασ κακοριςμζνεσ ςυνκικεσ τθσ 
αντίδραςθσ (π.χ.  μικρό χρόνο αντίδραςθσ, ςυγκεκριμζνεσ μοριακζσ ςυγκεντρϊςεισ 
και pH), ο ανεπικφμθτοσ  πολυμεριςμόσ μπορεί να ελαχιςτοποιθκεί, και ζτςι να 
παράγονται μόνο τα επικυμθτά διμερι και τριμερι. [Mikolasch &Schauer, 2009]. 
 
1.3.5.2 Οι λακκάςεσ ωσ εργαλεία για τθ ςφνκεςθ νζων υβριδικϊν μορίων και 
βιουλικϊν 
 
          Ο βιολογικόσ ρόλοσ των λακκαςϊν ποικίλει από τον αποπολυμεριςμό τθσ 
λιγνίνθσ, του άνκρακα και χουμικϊν οξζων, μζχρι και αντιδράςεων πολυμεριςμοφ 
και ςχθματιςμό χρωςτικισ ςε μικροβιακά κφτταρα και ςπόρια. Πζρα από τθν δράςθ 
τουσ ςε διεργαςίεσ καταβολιςμοφ, πολυμεριςμοφ και αποπολυμεριςμοφ, οι 
λακκάςεσ είναι ζνηυμα ικανά να ςχθματίςουν από δφο διαωορετικά μόρια, νζα 
χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ προϊόντα με υψθλζσ αποδόςεισ. Ζχουν πολλζσ 
εωαρμογζσ ςτθ βιοτεχνολογία, λόγω τθσ ωιλικισ προσ το περιβάλλον ςφνκεςθσ 
χθμικϊν και άλλων βιολογικά ενεργϊν ουςιϊν, όπωσ αντιβιοτικά, αμινοξζα και 
αντιοξειδωτικά. Επίςθσ, οι αντιδράςεισ ολιγομεριςμοφ και πολυμεριςμοφ μποροφν 
να οδθγιςουν ςε νζα ομοπολυμερι, ετεροπολυμερι και βιουλικά. Αυτά είναι 
χριςιμα ςε πολλζσ εωαρμογζσ, όπωσ ςτθν παραγωγι πολυμερϊν με 
αντιοξειδωτικζσ ιδιότθτεσ, το ςυμπολυμεριςμό ςυςτατικϊν τθσ λιγνίνθσ με ενϊςεισ 
χαμθλοφ μοριακοφ βάρουσ, τθν επικάλυψθ κυτταρικϊν ινϊν, τθ βαωι μαλλιϊν και 
δερμάτων, κακϊσ και τον ολιγομεριςμό πεπτιδίων.  [Mikolasch &Schauer,2009]  
       Επιπροςκζτωσ, μαηί με τθν υπεροξειδάςθ τθσ λιγνίνθσ (lignin peroxidase) και τθν 
υπεροξειδάςθ του μαγγανίου (manganese peroxidase), είναι ζνα λιγνινολυτικό 
ζνηυμο. Ωσ αποτζλεςμα τθσ οξείδωςθσ από τθ λακκάςθ, οι ρίηεσ (κατιόντα) μποροφν 
να παραχκοφν ςε λιγνίνθ, και αυτό μπορεί να προκαλζςει τθ διάςπαςθ αλειωατικϊν 
ι αρωματικϊν δεςμϊν C-C και τον αποπολυμεριςμό τθσ λιγνίνθσ. Επιπλζον, οι δι-
και πολυυδροξυλιωμζνεσ μονοαρωματικζσ,μεκοξυωαινολικζσ  μονουδροξυλιωμζνεσ 
βιαριλικζσ ενϊςεισ (υποςτρϊματα τθσ λακκάςθσ), όπωσ υδροκινόνθ, κατεχόλθ, 
βανιλλικό οξφ, ςυριγγικό οξφ, ωερουλικό οξφ ι υδροξυλιωμζνεσ διωαινόλεσ 
μποροφν να οξειδωκοφν από λακκάςεσ *Mikolasch &Schauer,2009]. 
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           Δεδομζνου τθσ ευελιξίασ και τθσ εξειδίκευςθσ τουσ ςε ζνα μεγάλο εφροσ 
υποςτρωμάτων, οι λακκάςεσ ωσ μια οικογζνεια οξειδαςϊν που περιζχει χαλκό και 
καταλφει μια πλθκϊρα υποςτρωμάτων, μποροφν να γίνουν ζνασ από τουσ πιο 
ςθμαντικοφσ βιοκαταλφτεσ ςτθ βιοτεχνολογία. Επίςθσ, οι αποτελεςματικζσ τεχνικζσ 
ακινθτοποίθςθσ μποροφν να μειϊςουν το κόςτοσ των τεχνικϊν που βαςίηονται ςτισ 
λακκάςεσ. Ζχουν χρθςιμοποιθκεί αρκετζσ μζκοδοι για αυτό, όπωσ ακινθτοποίθςθ 
ςε μιτρα πολυαμιδίου, ςε μαγνθτικό διαχωριςμό ςε ςωαιρίδια silica,ςε 
νανοςωματίδια και καολίνθ. ΢τισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, θ ακινθτοποίθςθ 
οδθγεί ςε αυξθμζνθ ενηυμικι ςτακερότθτα και αυξθμζνθ αντίςταςθ ςτισ αλλαγζσ 
του pH και τθσ κερμοκραςίασ. Θ υψθλι ςτακερότθτα των λακκαςϊν ςτο διάλυμα, οι 
ιπιεσ ςυνκικεσ αντίδραςθσ, και θ αποωυγι τοξικϊν διαλυτϊν, προςκζτων ι 
καταλυτϊν, κακιςτοφν  τισ  λακκάςεσ ζνηυμα ελκυςτικά για  χθμικι ςφνκεςθ 
[Mikolasch &Schauer,2009]. 
 
1.3.5.3 Αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ με λακκάςεσ  
           H απομάκρυνςθ των ωαινολικϊν ενϊςεων από τα υγρά απόβλθτα είναι  
ζνα ςθμαντικό πρόβλθμα για πολλζσ χθμικζσ βιομθχανίεσ, ςυμπεριλαμβανομζνων 
του χαρτιοφ, τθσ κλωςτοχωαντουργίασ, τθ μετατροπι του άνκρακα, τθ διφλιςθ 
πετρελαίου, των χρωςτικϊν ουςιϊν, κακϊσ και άλλων πθγϊν. [Atlow et al. , 1984; 
Buchanan et al., 1998]. Επιπλζον, πολλζσ από τισ ωαινόλεσ και τα παράγωγά τουσ 
κεωροφνται επικίνδυνοι ρφποι. Θ  εκχφλιςθ διαλφτθ, θ μικροβιακι αποικοδόμθςθ, θ 
προςρόωθςθ  ενεργοφ άνκρακα και θ χθμικι οξείδωςθ είναι μερικζσ από τισ πιο 
ςυμβατικζσ μεκόδουσ που απαιτοφνται για τθν απομάκρυνςθ ωαινολϊν από τα 
βιομθχανικά απόβλθτα [Buchanan and Nicell,997; Atlow et al., 1984]. Ωςτόςο, θ 
μείωςθ του κόςτουσ τθσ επεξεργαςίασ και θ ανάπτυξθ ενεργειακά αποδοτικϊν 
διαδικαςιϊν επεξεργαςίασ είναι απαραίτθτεσ. Για τθν κάλυψθ αυτισ τθσ ανάγκθσ, 
ζχει δοκεί ζμωαςθ ςτθν πράςινθ τεχνολογία, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ χριςθσ 
των ενηφμων για τθν επεξεργαςία των λυμάτων και τθν απομάκρυνςθ των 
αρωματικϊν ενϊςεων μζςω του πολυμεριςμοφ [Buchanan and Nicell,  
1999].  Ο ενηυμικόσ πολυμεριςμόσ είναι μία εωαρμογι, θ οποία ζχει επιςτιςει 
ιδιαίτερθ προςοχι, εξαιτίασ τθσ ικανότθτάσ τθσ να ςχθματίηει πολυμερι, τα οποία 
είναι αδφνατο να παραχκοφν μζςω τθσ ςυμβατικισ ςφνκεςθσ. Ωσ αποτζλεςμα, θ 
χριςθ αυτϊν των διεργαςιϊν κα μποροφςε δυνθτικά να παράγει πολυμερι 
πρωτότυπων  δομϊν και ιδιοτιτων [Akkara et al., 1996; Kobayashiet et al., 1996].  
Μόνο λίγα ζνηυμα, ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ υπεροξειδάςθσ κρζνου (HRP) 
[Dordick et al., 1987; Kazandjian et al.,1986; Kurioka et al., 1994; Choi et al., 1999], 
τθσ υπεροξειδάςθσ ςόγιασ (SBP) [Uyama et al., 1995; Kinsley and Nicell, 
2000], τθσ οξειδάςθσ biluribin [Aizawa and Wang, 1996+, τθσ τυροςινάςθσ 
[Krastanov, 2000; Atlow et al., 1984+, τθσ λακκάςθσ *Aktas_ et al., 2000; Milstein et 
al., 1989, 1994; Ikada et al., 1996] και τθσ λιπάςθσ[Ajima et al., 1985; Okumura 
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et al., 1984; Uyama et al., 1999), ζχει αποδειχκεί ότι καταλφουν τον πολυμεριςμό 
των μονομερϊν, όπωσ των ωαινολϊν και των παραγϊγων τουσ ςε πολυμερι 
[Kobayashi et al., 1995].  
 
         Θ κατεχόλθ, θ κατεχίνθ, κακϊσ και θ πυρογαλλόλθ είναι αρωματικζσ ενϊςεισ, 
των οποίων ο πολυμεριςμόσ μπορεί να καταλυκεί με λακκάςεσ. Πιο ςυγκεκριμζνα, 
επαναλαμβανόμενοι κφκλοι τθσ κατεχόλθσ μποροφν να οδθγιςουν ςτο ςχθματιςμό 
πολυμερϊν υλικϊν για ωιλμ, τα οποία αξιοποιοφνται ςε ζνα μεγάλο αρικμό 
εωαρμογϊν ςτουσ βιοαιςκθτιρεσ [Dubey et al., 1998; Davis et al.,1998].  
Πολυωαινόλεσ, όπωσ θ πολφ(κατεχόλθ) με υψθλά ςυηευγμζνεσ δομζσ ζχουν 
εωαρμογζσ ςτον τομζα τθσ μικροθλεκτρονικισ, τθσ μθ-γραμμικισ οπτικισ και ςτουσ 
αιςκθτιρεσ, εξαιτίασ τθσ καλισ κερμικισ τουσ ςτακερότθτασ και τθσ μθχανικισ τουσ 
αντοχισ. Θ ενηυμικι ςφνκεςθ των πολυωαινολϊν ζχει γίνει χρθςιμοποιϊντασ 
οξειδοαναγωγάςεσ, κυρίωσ με υπεροξειδάςθ horseradish (HRP) και κατά ζνα 
μικρότερο βακμό, χλωροχπεροξειδάςθ (CPO), υπεροξειδάςεσ ςόγιασ (SBP) και 
λακκάςεσ. Σο ζνηυμο που μεςολαβεί ςτθ ςφνκεςθ των πολφ(ωαινολϊν) ζχει πολλά 
πλεονεκτιματα ςε ςχζςθ με τισ χθμικζσ οδοφσ, όπωσ είναι οι ιπιεσ ςυνκικεσ 
αντίδραςθσ απουςία τοξικϊν καταλυτϊν θ χριςθ ωιλικϊν προσ το περιβάλλον 
διεργαςιϊν. Ομοίωσ  με τισ υπεροξειδάςεσ, ςτισ λακκάςεσ, θ εκλεκτικότθτα τθσ 
ςφηευξθσ μπορεί να ελεγχκεί  από τθν επιλογι των ςυνκθκϊν αντίδραςθσ και από 
τα μονομερι. Σο pH που ςυχνά αναωζρεται για τθ βζλτιςτθ δραςτικότθτα τθσ 
λακκάςθσ από μφκθτα είναι βαςικό. ΢ε γενικζσ γραμμζσ, οι βζλτιςτεσ δραςτικότθτεσ 
τθσ λακκάςθσ ςτθν οξείδωςθ ωαινολικϊν υποςτρωμάτων  ζχουν αναωερκεί ςε pH 5, 
ακριβϊσ πάνω από το ιςοθλεκτρικό ςθμείο τθσ.   
      Θ πολυ(κατεχίνθ) είναι ακόμα μια ζνωςθ, θ οποία ζχει ςυντεκεί αποτελεςματικά 
μζςω  πολυμεριςμοφ καταλυόμενο με υπεροξειδάςθ horseradish (HRP) ςε υδατικι 
μεκανόλθ. Σο πολυμερζσ παρουςίαςε ςθμαντικά ενιςχυμζνθ αντιοξειδωτικι δράςθ 
ςε ςφγκριςθ με τα μονομερι τθσ κατεχίνθσ. Επίςθσ, ενηυμικι οξείδωςθ τθσ 
κατεχίνθσ από υπεροξειδάςθ, τυροςινάςθ και λακκάςθ ζχει ερευνθκεί ωσ πρότυπο 
του ωαινομζνου τθσ ενηυματικισ αμαφρωςθσ των λαχανικϊν και ωροφτων. Θ 
κατεχίνθ, ζνα ςυςτατικό του πράςινου τςαγιοφ και του κραςιοφ, ανικει ςτα 
ωλαβονοειδι, τα οποία είναι από τισ πιο μελετθμζνεσ ομάδεσ των ωυτικϊν 
πολυωαινολϊν. Οριςμζνεσ ζρευνεσ πρότειναν ότι τα προϊόντα που ςχθματίηονται 
από κατεχίνθ ζχουν πιο ςθμαντικι δραςτθριότθτεσ από τθν ίδια τθν κατεχίνθ. 
          
         Επίςθσ, εκτόσ από τθν παραγωγι πολυμερϊν κατεχόλθσ και κατεχίνθσ, δυνατι 
είναι και θ  παραγωγι (πολυ)πυρογαλλόλθσ. Πιο ςυγκεκριμζνα, ζχουν γίνει μελζτεσ, 
ςτισ οποίεσ λαμβάνει χϊρα οξειδωτικόσ πολυμεριςμόσ πυρογαλλόλθσ, που 
καταλφεται με λακκάςθ ςε υδατικό ρυκμιςτικό διάλυμα ςε κλειςτό ςφςτθμα και με 
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ελεγχόμενθ κερμοκραςία και  pH  [Güresir et al., 2004+. Ζτςι, με εωαρμογι τθσ 
λακκάςθσ ωσ καταλφτθ, ο πολυμεριςμόσ τθσ πυρογαλλόλθσ, αλλά και άλλων 
ωαινολικϊν υποςτρωμάτων, μπορεί να είναι μια εναλλακτικι διεργαςία για το 
ςχθματιςμό πολυμερϊν με πρωτότυπεσ δομζσ.  
            Οι λακκάςεσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί ακόμα και για τισ διαδικαςίεσ 
πολυμεριςμοφ για το ςχθματιςμό χρωςτικϊν ςαν τθ μελανίνθ (melaninlike). Οι 
πολυωαινόλεσ αποτελοφν βαςικά ςυςτατικά του ωυςικοφ δζρματοσ και  των  
χρωςτικϊν των μαλλιϊν και μποροφν να πολυμεριςτοφν ενηυμικά για να 
δθμιουργιςουν νζεσ εκδοχζσ τθσ ωυςικισ μαφρθσ, καωζ και πορτοκαλί μελανίνθσ. 
Χρθςιμοποιϊντασ διχδροξυναωκαλίνεσ ωσ υποςτρϊματα, για παράδειγμα, μπορεί 
το δζρμα να χρωματιςτεί με δράςθ λακκάςθσ. Επιπλζον, μάλλινεσ ίνεσ και 
κυτταρικζσ ίνεσ βαμβακιοφ  μποροφν να βαωοφν  με τθν παρουςία λακκάςθσ και 
κατάλλθλων υποςτρωμάτων. Θ επίςτρωςθ λιγνοκυτταρικοφ υλικοφ δε μπορεί μόνο 
να χρωματίςει τθν επιωάνεια, αλλά να τθσ δϊςει και αντιμικροβιακζσ ιδιότθτεσ.    
[Mikolasch &Schauer,2009] 
              
 
1.3.5.4 Εφαρμογζσ λακκαςϊν για τθν παραγωγι βιολογικά ενεργϊν ενϊςεων 
 
               Οι λακκάςεσ παρουςιάηουν μεγάλο ενδιαωζρον ςτθν ενηυμικά 
καταλυόμενθ παραγωγι νζων αντιβιοτικϊν, μζςω ωαινολικισ οξείδωςθσ, 
οξειδωτικισ ωαινολικισ ςφηευξθσ και οξείδωςθσ μζςω πυρθνικισ αμίνωςθσ. 
Ωςτόςο, θ αντιβιοτικι δραςτικότθτα των ςχθματιςκζντων προϊόντων είναι ςυχνά 
χαμθλότερθ από τθ δραςτικότθτα  των υποςτρωμάτων. Επιπλζον, αρκετά νζα 
παράγωγα πενικιλλίνθσ και κεωαλοςπορίνθσ ςυντζκθκαν με οξείδωςθ, μζςω 
πυρθνικισ αμίνωςθσ ςχθματίηοντασ C-N ςυηευγμζνα ετεροδιμερι αμινοκινόνθσ. Σα 
ετεροδιμερι αμινοκινόνθσ  αποτελοφνται από ζνα μόριο του υποςτρϊματοσ τθσ 
οξειδωμζνθσ λακκάςθσ και ζνα μόριο τθσ άλλθσ ζνωςθσ τθσ αντίδραςθσ. Θ 
κυτταροτοξικότθτα των νζων ενϊςεων είναι αμελθτζα.  Αυτι θ  νζα τεχνολογία ζχει 
πολλά πλεονεκτιματα ζναντι των κλαςικϊν ςυνκετικϊν τεχνολογιϊν, επειδι μια 
ποικιλία νζων ουςιϊν μποροφν να ςυντεκοφν ομαλά μζςα ςε ςφντομο χρονικό 
διάςτθμα και ευαίςκθτεσ ωυςικζσ ουςίεσ μποροφν να ενεργοποιθκοφν με αυτόν τον 
τρόπο. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι οι ενεργζσ ενϊςεισ, οι οποίεσ δεν είναι οι ίδιεσ 
υποςτρϊματα τθσ λακκάςθσ, μποροφν να ςυνδεκοφν με τα κατάλλθλα 
υποςτρϊματα του ενηφμου.  [Mikolasch &Schauer,2009]. Εκτόσ από τα αντιβιοτικά, 
ζνασ μεγάλοσ αρικμόσ βιολογικά ενεργϊν ενϊςεων μποροφν να παραχκοφν από 
αντιδράςεισ καταλυόμενεσ με λακάςεσ. Οι  βιολογικζσ δραςτθριότθτεσ τουσ 
κυμαίνονται από αντιοξειδωτικζσ, ορμονικζσ, αντιωλεγμονϊδεισ, αναλγθτικζσ,  αντι-
εκκριτικζσ, κακϊσ και αντι-νεοπλαςματικζσ. Αν και οι περιςςότερεσ από τισ 
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αντιοξειδωτικζσ ενϊςεισ προζκυψαν από οξειδωτικι ςφηευξθ, οι δομζσ των 
προϊόντων τθσ αντίδραςθσ είναι αρκετά διαωορετικζσ.  
 
1.3.5.5 Οι λακκάςεσ ωσ εργαλεία για τθν ϋϋπράςινθϋϋ βιομθχανία 
             Οι λακκάςεσ ζχουν δείξει μεγάλεσ δυνατότθτεσ ςε μια ποικιλία από 
βιομθχανικζσ εωαρμογζσ, όπου αντιπροςωπεφουν μία ελκυςτικι πορεία για το 
"πραςίνιςμα" των χθμικϊν διεργαςιϊν. Χάρθ ςτισ ετερογενείσ ιδιότθτεσ που 
παρατθροφνται ςτισ λακκάςεσ από διάωορεσ πθγζσ, ζνασ αυξανόμενοσ αρικμόσ 
τουσ ζχει εωαρμοςτεί ςε διάωορεσ βιοτεχνολογικζσ διεργαςίεσ, με ςτόχο να βρεκεί 
το πλζον κατάλλθλο ζνηυμο για κάκε εωαρμογι.  Ωςτόςο, μζχρι τϊρα υπάρχουν 
λίγα μόνο παραδείγματα τθσ βιομθχανικισ χριςθσ τθσ λακκάςθσ.  
Σο μεγάλο εμπόδιο ςτθν πρακτικι χριςθ τουσ είναι θ μεγάλθ ποςότθτα των 
ενηφμων που απαιτοφνται για τθν υλοποίθςθ των βιομθχανικϊν ςτόχων. ΢θμαντικζσ 
ανακαλφψεισ προσ μία βιομθχανικι χριςθ τθσ λακκάςθσ ζχουν γίνει από τθν  
αναςυνδυαςμζνθ ζκωραςθ τθσ ςε κατάλλθλουσ ξενιςτζσ και από τθν παραγωγι 
γενετικά τροποποιθμζνων βιοκαταλυτϊν. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ πρϊτθ 
παραςκευι βιομθχανικισ λακκάςθσ (DeniLite®) που ξεκίνθςε από τθ  Novozyme το 
1996, βαςίςτθκε ςε μια αναςυνδυαςμζνθ και κερμοάντοχθ λακκάςθ από τον M. 
thermophila εκωραςμζνθ ςε Α. oryzae.    [Piscitelli & Pezzella, 2010] 
          Οι περιςςότερεσ από τισ βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ με λακκάςεσ βαςίηονται 
ςτθν ίδια εμπορικι ςυςκευι. Θ εμπορικι αυτι ςυςκευι εωαρμόςτθκε ςτθν 
καταςκευι ςτακερϊν και υψθλισ ευαιςκθςίασ βιοαιςκθτιρων που βαςίηονται ςε 
ιονικά υγρά για τθν ανίχνευςθ ροςμαρινικοφ οξζοσ ςε ωυτικά εκχυλίςματα, 
ρουτίνθσ και λουτεολίνθσ. Εωόςον θ ιςορροπία μεταξφ βζλτιςτου pΘ για τθ 
λειτουργία τθσ λακκάςθσ και τθσ αναςτρεψιμότθτασ των υποςτρωμάτων ζχει 
αποδειχκεί ότι είναι υπεφκυνθ για το προωίλ του pΘ βιοαιςκθτιρων τθσ κατεχίνθσ 
και κατεχολαμινϊν, αναμζνεται ότι οι τροποποιιςεισ των ιδιοτιτων του ενηφμου με 
αναςυνδυαςμζνθ ζκωραςθ από μεταλλαγμζνεσ παραλλαγζσ μπορεί να οδθγιςει ςε 
καλφτερθ απόδοςθ των βιοαιςκθτιρων.      *Piscitelli & Pezzella, 2010] 
                 Επιπροςκζτωσ, οι λακκάςεσ ζχουν εωαρμοςτεί ευρζωσ ςτθν 
βιοαποκατάςταςθ, ιδιαίτερα ςτισ ςυνκετικζσ βαωζσ και, πιο πρόςωατα, ςτα τοξικά 
πολυχλωριωμζνα διωαινφλια (PCBs),  και PAHs. Θ κακαριςμζνθ αναςυνδυαςμζνθ 
lcc1 από Trametes trogii εκωραςμζνθ ςε P. pastoris αποχρωματίηει διαωορετικά 
αρκετζσ ςυνκετικζσ χρωςτικϊν υωαςμάτων, ανάλογα με τισ χθμικζσ τουσ δομζσ. Θ 
ζκταςθ του αποχρωματιςμοφ ενιςχφεται με τθν προςκικθ ςυνκετικϊν 
μεςολαβθτϊν. Επιπλζον, αυτό το ζνηυμο ζχει αποδειχκεί ότι είναι ςτακερό και  
ενεργό παρουςία οργανικϊν διαλυτϊν. Μια πικανι χριςθ μιασ Pycnoporus 
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sanguineus αναςυνδυαςμζνθσ λακκάςθσ εκωραςμζνθ ςε Ρ. pastoris για τθ κεραπεία 
των λυμάτων που περιζχουν χρωςτικζσ ζχει επίςθσ προτακεί, εξαιτίασ τθσ 
αξιοςθμείωτθσ ικανότθτασ τθσ να αποικοδομεί, ςε διαωορετικό βακμό, τζςςερισ 
ςυνκετικζσ χρωςτικζσ που ανικουν ςε διαωορετικζσ τάξεισ. Σζλοσ, μια 
μεταλλαγμζνθ POXA1b λακκάςθ, θ οποία επιλζχκθκε για τθ βελτιωμζνθ 
ςτακερότθτα τθσ ςε ζνα ευρφ ωάςμα pΘ, εωαρμόςτθκε με επιτυχία ςτον 
αποχρωματιςμό βαωισ.       [Piscitelli & Pezzella, 2010] 
              Οι λακκάςεσ από μφκθτεσ είναι, δθλαδι, ιδανικοί πράςινοι καταλφτεσ για 
πολλοφσ μεταςχθματιςμοφσ  ςτθν οργανικι ςφνκεςθ, που εκτείνονται από τθν 
οξείδωςθ των λειτουργικϊν ομάδων και ςφηευξθ των ωαινολϊν και των ςτεροειδϊν 
ωσ τθν καταςκευι των δεςμϊν άνκρακα- αηϊτου και τθ ςφνκεςθ ςφνκετων 
πολυμερϊν.  ΢ε ζνα ενδιαωζρον παράδειγμα, μια αναςυνδυαςμζνθ λακκάςθ από 
Μ. thermophila, ζχει εωαρμοςτεί για τθν ςφνκεςθ μιασ διμεροφσ ρεςβερατρόλθσ, 
μια ζνωςθ που επιδεικνφει υψθλι αντιοξειδωτικι δράςθ. Θ αντίδραςθ διεξιχκθ ςε 
μια παραςκευαςτικι κλίμακα, ςε πολφ ιπιεσ ςυνκικεσ, με αποτζλεςμα τθ βελτίωςθ 
τθσ αποδόςθσ ςε ςφγκριςθ με τθν ανάλογθ χθμικϊσ καταλυόμενθ αντίδραςθ. 
         Σζλοσ, οι αναςυνδυαςμζνεσ λακκάςεσ ζχουν επίςθσ χρθςιμοποιθκεί ωσ 
ςθμαντικό μζτρο βιο-ελζγχου για τθν αςωαλι ωφλαξθ ι τθ βελτίωςθ τθσ ποιότθτασ 
και τθσ αποδοχισ των τροωίμων και των ποτϊν. Για παράδειγμα, μια λακκάςθ από 
τον Τ. versicolor UAMH ζχει χρθςιμοποιθκεί επιτυχϊσ για τθν εξάλειψθ  
τθσ εξαιρετικά τοξικισ και μεταλλαξιογόνου τοξίνθσ AflatoxinB (AFB1) ςε  
πθγζσ τροωίμων. ΢ε μια άλλθ ενδιαωζρουςα ζκκεςθ, μια ωαςματοωωτομετρικι  
μζκοδοσ ζχει αναπτυχκεί για τθν αντιοξειδωτικι δράςθ ςε δείγματα τροωίμων, με 
τθ χριςθ των P.pinsitus και M. thermophila λακαςϊν εκωραςμζνεσ ςε Α. oryzae.    
[Piscitelli & Pezzella, 2010] 
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Κεφάλαιο 2. Ετερόλογη έκφραςη λακκαςών  
 
2.1 Ανάγκθ για αναςυνδυαςμζνθ πρωτεϊνικι ζκφραςθ           
        Θ παραγωγι των λακκαςϊν από ωυςικζσ πθγζσ δε μπορεί να ανταποκρικεί 
ςτθν αυξανόμενθ ηιτθςθ τθσ αγοράσ, λόγω των χαμθλϊν αποδόςεων  των 
τυποποιθμζνων βιομθχανικϊν διεργαςιϊν ηφμωςθσ με τισ ςυνκικεσ  
που απαιτοφνται για τθν ανάπτυξθ πολλϊν μικροοργανιςμϊν. Θ αναςυνδυαςμζνθ  
πρωτεϊνικι ζκωραςθ ςε εφκολα καλλιεργιςιμουσ υποδοχείσ επιτρζπει τθν αφξθςθ 
τθσ παραγωγικότθτασ ςε μικρότερο χρονικό διάςτθμα και μειϊνει τισ δαπάνεσ  
τθσ παραγωγισ. Θ ευελιξία και θ αφξθςθ των δυνατοτιτων τθσ παραγωγισ τθσ 
αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ζχει ανοίξει νζεσ εμπορικζσ ευκαιρίεσ για 
βιομθχανικζσ χριςεισ. Θ παραγωγικότθτά των ενηφμων μπορεί να αυξθκεί με τθν 
χριςθ πολλαπλϊν αντιγράωων του γονιδίου, ιςχυρϊν εκκινθτϊν και 
αποτελεςματικϊν ςθματοδοτικϊν αλλθλουχιϊν, κατάλλθλα ςχεδιαςμζνεσ να 
κατευκφνουν τισ πρωτεΐνεσ ςτο εξωκυτταρικό μίγμα. Επιπλζον, θ πρωτεΐνικι 
μθχανικι μπορεί να χρθςιμοποιθκεί με ςκοπό τθ βελτίωςθ τθσ ςτακερότθτασ, τθσ 
δραςτικότθτασ ι και τθσ εξειδίκευςθσ ενόσ ενηφμου, και επίςθσ τα κομμζνα ζνηυμα 
μποροφν να παραχκοφν για να καλφψουν τισ απαιτιςεισ των διεργαςιϊν.  Σα 
ζνηυμα υψίςτθσ ποιότθτασ ζχουν λθωκεί με τοποκατευκυνόμενθ ι τυχαία 
μεταλλαξιγζνεςθ, όπου μεμονωμζνεσ αλλαγζσ ςτθν αλλθλουχία των αμινοξζων 
μποροφν να βελτιϊςουν τθν απόδοςθ ςε βιοχθμικζσ (βζλτιςτο pΘ, 
κερμοςτακερότθτα, εξειδίκευςθ υποςτρϊματοσ) και ςε καταλυτικζσ παραμζτρουσ 
(vmax, KΜ και Ki). Επίςθσ, ςυγκεντρϊνοντασ και ςυνδυάηοντασ μζρθ παρόμοιων 
γονιδίων από διαωορετικά είδθ ι ςτελζχθ με μεκόδουσ "DNA ανάμιξθσ", ζχει 
επιτευχκεί αξιοςθμείωτθ βελτίωςθ ςτθν αποδοτικότθτα των ενηφμων ςε ζνα πολφ 
μικρό χρονικό διάςτθμα.     [Piscitelli & Pezzella, 2010] 
        Από τθν αρχι τθσ δεκαετίασ του ενενιντα, θ αναςυνδυαςμζνθ ζκωραςθ  
των λακκαςϊν αποτζλεςε πεδίο ζρευνασ και κζμα ςυηιτθςθσ πολλϊν ερευνθτικϊν 
ομάδων. Θ ετερόλογθ ζκωραςθ λακκαςϊν ςε βακτιρια, ηυμομφκθτεσ, νθματοειδείσ 
μφκθτεσ και ωυτά ζχει αναωερκεί, μαηί με παραδείγματα ομόλογθσ ζκωραςθσ. Θ 
ετερόλογθ ζκωραςθ τθσ λακκάςθσ ςε Escherichia coli ζχει χρθςιμοποιθκεί ςυχνά ωσ 
μια ςτρατθγικι για τθν αντιμετϊπιςθ του προβλιματοσ τθσ μθ εφκολθσ απόκτθςθσ 
τθσ από ωυςικοφσ ξενιςτζσ. Ωςτόςο, πολφ ςυχνά θ απόδοςθ τθσ παραγωγισ είναι 
χαμθλι, και τα αναςυνδυαςμζνα ζνηυμα ςχθματίηουν ςυςςωματϊματα, με 
αποτζλεςμα να κακίςταται δυςχερισ ο κακαριςμόσ τουσ. Από τθν άλλθ πλευρά,  θ 
αναςυνδυαςμζνθ παραγωγι τθσ λακκάςθσ από Streptomyces coelicolor (SLAC)  ςε 
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Streptomyces lividans απζωερε ςθμαντικι ποςότθτα λακκάςθσ (350 mg l-1) με 
υψθλι κακαρότθτα    *Piscitelli & Pezzella, 2010].  
 
 
2.2 Συςτιματα ετερόλογθσ ζκφραςθσ πρωτεϊνϊν     
         Σισ τελευταίεσ τρεισ δεκαετίεσ, θ E.coli ζχει χρθςιμοποιθκεί εκτενϊσ ωσ ζνασ 
κυτταρικόσ ξενιςτισ για τθν πρωτεϊνικι ζκωραςθ. Εντοφτοισ, θ ευρεία εωαρμογι 
του ςυςτιματοσ αυτοφ με πρωτεΐνεσ που προζρχονται από ευκαρυωτικά 
γονιδιϊματα, τα οποία απαιτοφν μεταμεταωραςτικι τροποποίθςθ υπιρξε 
προβλθματικι, διότι αυτόσ ο απλόσ μικροοργανιςμόσ ςτερείται ενδοκυτταρικϊν 
μθχανιςμϊν για τθν επίτευξθ αυτϊν των αποτελεςμάτων. Θ επιτυχισ ζκωραςθ των 
αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν ςε E.coli  ςυνεπϊσ εξαρτάται από τα πρωτοβάκμια, 
δευτεροβάκμια, τριτοβάκμια και λειτουργικά χαρακτθριςτικά τθσ  πρωτεΐνθσ. 
Κακϊσ θ E.coli είναι προκαρυωτικόσ οργανιςμόσ, θ ανικανότθτα να αναδιπλϊνει 
ςωςτά τθν ξζνθ πρωτεΐνθ και να εκτελεί άλλεσ μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ 
περιορίηει τουσ τφπουσ των πρωτεϊνϊν  που μποροφν να εκωραςτοφν ςε αυτι. 
Δεδομζνου ότι το προϊόν πρωτεΐνθσ μπορεί να λθωκεί ωσ αδιάλυτο και λανκαςμζνα 
διπλωμζνο, θ διαλυτοποίθςθ και θ εκ νζου αναδίπλωςθ είναι βιματα που 
απαιτοφνται. Αυτι θ λανκαςμζνθ αναδίπλωςθ μπορεί να είναι αποτζλεςμα 
ανεπαρκϊν ενδοκυτταρικϊν ςυγκεντρϊςεων ι αναγωγικοφ περιβάλλοντοσ του 
κυτοπλάςματοσ. Επομζνωσ, θ E.coli δεν είναι κατάλλθλθ για χριςθ ςε μελζτεσ 
ζκωραςθσ με πρωτεΐνεσ που περιζχουν υψθλό επίπεδο διςουλωιδικισ 
ςυνδεςιμότθτασ ι πρωτεΐνεσ που απαιτοφν άλλουσ τφπουσ μετα-μεταωραςτικϊν 
τροποποιιςεων, όπωσ γλυκοηυλίωςθ, ιςομεριςμό cis/trans  προλίνθσ, διςουλωιδικό 
ιςομεριςμό, λιπιδίωςθ, κείωςθ ι ωωςωοριλίωςθ.    [Daly & Hearn, 2004] 
         Οι πρωτεΐνεσ που εκωράηονται ςε E. coli τείνουν επίςθσ να διατθροφν τθν 
αμινο-τερματικι μεκειονίνθ τουσ, θ οποία μπορεί να επθρεάςει τθν ςτακερότθτα 
τθσ εκωραηόμενθσ πρωτεΐνθσ και να προκαλζςει ανοςογονικότθτα. Εωόςον θ E. coli 
δεν ζχει τθν ικανότθτα να γλυκοηυλιϊνει  αναςυνδυαςμζνεσ πρωτεΐνεσ, αυτόσ ο 
περιοριςμόσ είναι ζνασ ςθμαντικόσ παράγοντασ που μπορεί να αλλάξει τθ 
λειτουργία οριςμζνων πρωτεϊνϊν. Θ ανάπτυξθ ςυνκθκϊν αναδίπλωςθσ τθσ 
πρωτεΐνθσ ςε ςυςτιματα  E.coli μπορεί να αποβεί δφςκολθ και χρονοβόρα, και 
αυτοί οι παράγοντεσ μποροφν να οδθγιςουν ςε ςθμαντικζσ απϊλειεσ, μειωμζνθ 
παραγωγικότθτα και αφξθςθ του κόςτουσ καταςκευισ τθσ εκωραηόμενθσ 
πρωτεΐνθσ.    *Daly & Hearn, 2004] 
 
         Μια μεγάλθ ποικιλία των πρωτεϊνϊν που δεν μποροφν να εκωραςτοφν ςε  
E.coli ςτο ςωςτό επίπεδο  μετα-μεταγραωικισ ωρίμανςθσ ζχουν παραχκεί ςτθν 
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μεκυλοτροωικι ηφμθ P.pastoris. Σα ςυςτιματα ζκωραςθσ P. pastoris προςωζρουν 
ςθμαντικά πλεονεκτιματα ςε ςχζςθ με τα ςυςτιματα ζκωραςθσ Ε. coli για τθν 
παραγωγι πολλϊν ετερόλογων ευκαρυωτικϊν πρωτεϊνϊν. Αυτό το χαρακτθριςτικό 
είναι ιδιαίτερα ςθμαντικό για τισ πρωτεΐνεσ-ςτόχουσ που περιζχουν πολλαπλοφσ 
διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ ι απαιτοφν γλυκοηυλίωςθ, ωωςωορυλίωςθ, πρωτεΐνεσ 
ςτισ οποίεσ απουςιάηει θ αμινο-τερματικι μεκειονίνθ ι που δε γίνεται ο 
ςχθματιςμόσ ολιγομερϊν για το ςωςτό ςχθματιςμό τθσ ϊριμθσ πρωτεΐνθσ. Σα  
ςυςτιματα ζκωραςθσ P.pastoris, εκτόσ του ότι επιτρζπουν τθν αυκεντικι πρωτεΐνθ 
να εκκρίνεται ςε διαλυτι μορωι, ζχουν επίςθσ  τθν ικανότθτα να παράγουν μεγάλεσ 
ποςότθτεσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ.  [Daly & Hearn, 2004]. 
       Επίςθσ, οι ηφμεσ προςωζρουν τθν ταχφτθτα τθσ μικροβιακισ ανάπτυξθσ και τθσ 
ευκολίασ του χειριςμοφ των μικροβιακϊν γονιδίων μαηί με τθν ικανότθτα να 
εκτελοφν ευκαρυωτικζσ μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ, όπωσ πρωτεολυτικι 
επεξεργαςία, ςχθματιςμό διςουλωιδικισ γζωυρασ, και γλυκοηυλίωςθ. Θ ανάπτυξθ 
τθσ ηφμθσ είναι οικονομικι, ςυνικωσ δίνει υψθλζσ αποδόςεισ και ζχει χαμθλζσ 
απαιτιςεισ από άποψθ χρόνου και προςπάκειασ. Επιπλζον, οι ηυμομφκθτεσ είναι 
οργανιςμοί κατάλλθλοι για τθ δθμιουργία νζων ενηφμων με επικυμθτά 
χαρακτθριςτικά. Ο Saccharmyces cerevisiae και ο Pichia pastoris είναι οι 
ηφμoμφκθτεσ που επιλζγονται ςυχνά για τθν αναςυνδυαςμζνθ ζκωραςθ τθσ 
λακκάςθσ. Επίςθσ, οι λακκάςεσ που προζρχονταν από ωυτά παριχκθςαν ςε αυτοφσ 
τουσ δφο ηυμομφκθτεσ.              
      Ο  P. pastoris είναι καλφτεροσ παραγωγόσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ λακκάςθσ ςε 
ςχζςθ με τον S. cerevisiae, δίνοντασ αποδόςεισ από 8-17 mg / l. Οι υπερ-
γλυκοηυλιωμζνεσ λακκάςεσ ςυχνά παράγονται ςε αυτζσ τισ ςυμβατικζσ ηφμεσ. 
[Piscitelli & Pezzella, 2010]  
        Θ ζκωραςθ τθσ λακκάςθσ ςε ηφμεσ ζχει διερευνθκεί λαμβάνοντασ υπόψθ μια 
ςειρά από διαωορετικζσ παραμζτρουσ με αμωιλεγόμενα αποτελζςματα. Για 
παράδειγμα, τόςο οι  ωυςικζσ λακκάςεσ όςο και τα ςθματοδοτικά πεπτίδια των 
ηυμϊν (για παράδειγμα S. cerevisiae α-factor ι ινβερτάςθ) ζχουν χρθςιμοποιθκεί με 
διαωορετικά αποτελζςματα για διάωορα εκωραηόμενα ζνηυμα. Ωσ εκ τοφτου, το 
καλφτερο ςθματοδοτικό πεπτίδιο που οδθγεί ςτθν ζκκριςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ 
λακκάςθσ ςτθ ηφμθ δεν είναι ακόμα προβλζψιμο. Θ επίδραςθ του pΘ,  τθσ 
κερμοκραςίασ, του χαλκοφ και οι πρωαγωγείσ ζχουν επίςθσ μελετθκεί. Θ υψθλι 
ςυγκζντρωςθ χαλκοφ απαιτείται για τθν παραγωγι μιασ δραςτικισ λακκάςθσ ςε ζνα 
μετα-μεταωραςτικό βιμα ςε ζναν ετερόλογο ξενιςτι. Όλεσ αυτζσ οι παράμετροι και 
οι μεταβλθτζσ αποδόςεισ εμποδίηουν τθν πρόβλεψθ του πλζον κατάλλθλου ξενιςτι, 
ι τθσ πιο πολλά υποςχόμενθσ λακκάςθσ.   *Piscitelli & Pezzella, 2010] 
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Κεφάλαιο 3. Η χρήςη του ζυμομύκητα  P.pastoris 
για την ετερόλογη έκφραςη πρωτεϊνών   
 
3.1 Ο μεκυλοτροφικόσ ηυμομφκθτασ P.Pastoris 
          Θ χριςθ του μεκυλοτροωικοφ ηυμομφκθτα, Pichia pastoris, ωσ κυτταρικοφ 
ξενιςτι για τθν ζκωραςθ αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν ζχει γίνει πολφ δθμοωιλισ 
τα τελευταία χρόνια. Ο P.pastoris είναι πιο εφκολοσ ςτο να χειριςτεί και να 
καλλιεργθκεί ςε ςχζςθ με τα  κφτταρα των κθλαςτικϊν και μπορεί να αναπτυχκεί ςε 
υψθλζσ κυτταρικζσ πυκνότθτεσ. Επίςθσ, ο P.pastoris είναι ζνα ευκαρυωτικόσ 
οργανιςμόσ, και με τον τρόπο αυτό παρζχει τθ δυνατότθτα για τθν παραγωγι 
διαλυτϊν, ςωςτά διπλωμζνων αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν που ζχουν υποςτεί 
όλεσ τισ μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ που απαιτοφνται για τθ 
λειτουργικότθτα τουσ. Επιπροςκζτωσ, το γραμμικοποιθμζνο ξζνο DNA μπορεί να 
ειςαχκεί με υψθλι αποτελεςματικότθτα μζςω ομόλογων διαδικαςιϊν 
αναςυνδυαςμοφ και να παράγει ςτακερζσ κυτταρικζσ ςειρζσ, ενϊ οι ωορείσ 
ζκωραςθσ μποροφν να παραςκευαςτοφν εφκολα και επιτρζπουν πολλαπλά 
αντίγραωα τθσ πρωτεΐνθσ-ςτόχου.  Ζνα ακόμθ πλεονζκτθμα του P.pastoris είναι ότι 
ιςχυροί υποκινθτζσ είναι διακζςιμοι για να κατευκφνουν τθν ζκωραςθ ενόσ ξζνου 
γονιδίου ενδιαωζροντοσ, επιτρζποντασ ζτςι τθν παραγωγι μεγάλων ποςοτιτων τθσ 
πρωτεΐνθσ ςτόχου με ςχετικι τεχνικι ευκολία και με χαμθλότερο κόςτοσ από τα 
περιςςότερα άλλα ευκαρυωτικά ςυςτιματα   [Daly & Hearn, 2004].  
         Ο P. pastoris, ωσ μεκυλοτροωικόσ ηυμομφκθτασ, είναι ικανόσ να χρθςιμοποιεί 
μεκανόλθ ωσ μοναδικι πθγι άνκρακα και ενζργειασ, εωόςον διακζτει ζνα 
εξειδικευμζνο ςφςτθμα καταβολιςμοφ τθσ μεκανόλθσ. Οι αρχικζσ αντιδράςεισ 
εντοπίηονται ςτα υπεροξειςωμάτια του κυττάρου και καταλφονται από τρία βαςικά 
ζνηυμα: τθν αλκοολικι οξειδάςθ, τθν καταλάςθ και τθν ςυνκάςθ τθσ 
διυςροξυακετόνθσ. Οι υπόλοιπεσ αντιδράςεισ πραγματοποιοφνται ςτο 
κυτταρόπλαςμα. *Patrick et al., 2005] 
         Σο πρϊτο βιμα είναι θ οξείδωςθ τθσ μεκανόλθσ ςε ωορμαλδεχδθ και 
υπεροξείδιο του υδρογόνου. Σο βιμα αυτό καταλφεται από το ζνηυμο τθσ 
αλκοολικισ οξειδάςθσ (alcohol oxidase). Ο υποκινθτισ ΑΟΧ διαχωρίηεται μζςα ςτο  
υπεροξειςωμάτιο μαηί με τθν καταλάςθ, θ οποία διαςπά το υπεροξείδιο του 
υδρογόνου ςε οξυγόνο και νερό. Μια ποςότθτα ωορμαλδεψδθσ, θ οποία παράγεται 
από τον υποκινθτι ΑΟΧ αωινει το υπεροξείςωμα και οξειδϊνεται περαιτζρω προσ 
ωορμικό και διοξείδιο του άνκρακα από δφο κυτταροπλαςματικζσ διυδρογενάςεσ, 
αντιδράςεισ που αποτελοφν πθγι ενζργειασ για τα κφτταρα που αναπτφςςονται ςε 
μεκανόλθ. Θ εναπομζνουςα ωορμαλδεψδθ ςχθματίηει κυτταρικά ςυςτατικά, μζςω 
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ενόσ κυκλικοφ μονοπατιοφ, το οποίο αρχίηει με τθ ςυμπφκνωςθ τθσ  ωορμαλδεψδθσ 
με 5- ωωςωωρικι ξυλουλόηθ, μια αντίδραςθ, θ οποία καταλφεται από τθ ςυνκάςθ 
τθσ διυςροξυακετόνθσ(DHAS). Σα προϊόντα αυτισ τθσ αντίδραςθσ, θ 3-ωωςωορικι  
γλυκεραλδεψδθ (GAP) και θ διυδροξυακετόνθ (DHA) αωινουν το υπεροξείςωμα και 
ειςζρχονται ςε ζνα κυτταροπλαςματικό μονοπάτι που αναγεννά 5-μονοωωςωορικι 
ξυλουλόηθ και, για κάκε τρεισ κφκλουσ, ζνα μόριο του 3-ωωςωορικισ 
αωυδρογονάςθσ. (εικόνα 1.9) [Cereghino &Cregg, 2000] 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.9 : Σα μεταβολικά μονοπάτια ςτθν P.Pastoris. 1: αλκοολικι οξειδάςθ, 2: καταλάςθ, 
3: διυδρογενάςθ τθσ ωορμαλδεψδθσ, 4: διυδρογενάςθ του ωορμικοφ, 5: ςυνκάςθ τθσ 
διυδροξυακετόνθσ, 6: κινάςθ τθσ διυδροξυακετόνθσ, 7: αλδολάςθ τθσ 1,6 διωωςωορικισ 
ωρουκτόηθσ, 8: ωωςωατάςθ τθσ 1,6 διωωςωορικισ ωρουκτόηθσ [Zhang et al., 2000] 
 
 
 
        Τπάρχουν δφο γονίδια που κωδικοποιοφν τθν αλκοολικι οξειδάςθ, τα ΑΟΧ1 και 
ΑΟΧ2, τα οποία παρουςιάηουν ομολογία 97%. Θ μεγαλφτερθ ποςότθτα του ενηφμου 
παράγεται από το γονίδιο AOX1, θ ζκωραςθ του οποίου επάγεται από τθν παρουςία 
μεκανόλθσ ςτο κρεπτικό μζςο. Θ παραγωγι του ενηφμου μπορεί να ωτάςει ςε πολφ 
υψθλά επίπεδα, ζωσ και 30% υψθλότερα από τα επίπεδα ζκωραςθσ των ενδογενϊν 
πρωτεϊνϊν. Σο γονίδιο AOX2 παράγει χαμθλότερα ποςοςτά αλκοολικισ οξειδάςθσ 
και ωσ εκ τοφτου επιτρζπει τθν ανάπτυξθ τθσ ηφμθσ μονάχα ςε χαμθλά επίπεδα 
μεκανόλθσ *Cereghino &Cregg, 2000].   
Τπάρχουν τρεισ ωαινότυποι τθσ P.pastoris, ανάλογα με τισ ποςότθτεσ 
μεκανόλθσ που καταβολίηονται. Ο ωαινότυποσ Mut+ (methanol utilization plus) 
περιγράωει ςτελζχθ που αυξάνονται παρουςία υψθλισ ςυγκζντρωςθσ μεκανόλθσ 
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με τθ βοικεια τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ που παράγεται από τα γονίδια AOX1 και 
AOX2. Σο ζνηυμο του ΑΟΧ2 ζχει τθν ίδια ειδικι δραςτικότθτα με αυτό του ΑΟΧ1, 
όμωσ ζχει πολφ χαμθλότερα επίπεδα ζκωραςθσ (πιο αδφναμοσ υποκινθτισ) και 
μπορεί μόνο να καταναλϊςει αργά τθ μεκανόλθ. Ο ωαινότυποσ αυτόσ ονομάηεται 
Muts (methanol utilization slow). Σζλοσ, ο ωαινότυποσ Mut- (methanol utilization 
minus) αναωζρεται ςε ςτελζχθ ςτα οποία δεν εκωράηεται κανζνα από τα γονίδια 
που κωδικοποιοφν τθν αλκοολικι οξειδάςθ και ςυνεπϊσ δεν αναπτφςςονται 
παρουςία μεκανόλθσ, αωοφ είναι αδφνατο να τθ μεταβολίςουν [Cereghino &Cregg, 
2000]. 
 
3.2 Επιλογι κατάλλθλου υποκινθτι 
 
            Θ ζκωραςθ οποιουδιποτε ξζνου γονιδίου ςε Ρ. pastoris περιλαμβάνει τρία 
κφρια ςτάδια: (α) ειςαγωγι του γονιδίου ςε ζναν ωορζα ζκωραςθσ (β) ειςαγωγι 
του ωορζα ζκωραςθσ ςτον υποδοχζα  του P. pastoris  και (γ) τθν εξζταςθ των 
πικανϊν ςτελεχϊν για τθν ζκωραςθ του ξζνου γονιδίου. Θ πλειοψθωία τθσ 
παραγωγισ ετερόλογων  πρωτεϊνϊν ςε P. pastoris βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι τα 
ζνηυμα που απαιτοφνται για τον μεταβολιςμό τθσ μεκανόλθσ είναι παρόντα μόνο 
όταν τα κφτταρα αναπτφςςονται ςε μεκανόλθ. Ωσ εκ τοφτου, οι υποκινθτζσ ΑΟΧ 
είναι οι πιο ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενοι. Εκτόσ από τουσ υποκινθτζσ τθσ αλκοολικισ 
οξειδάςθσ, για τθν ζκωραςθ ετερόλογων πρωτεϊνϊν ζχουν χρθςιμοποιθκεί και 
άλλοι, όπωσ ο υποκινθτισ τθσ διυδρογενάςθσ τθσ 3-ωωςωορικισ γλουκαραλδεψδθσ 
GAP, ο ΤΡΣ1 που κωδικοποιεί μια GTPάςθ θ οποία εμπλζκεται ςτθ διαδικαςία τθσ 
ζκκριςθσ και ο PEX8 που κωδικοποιεί μια πρωτεΐνθ ςθμαντικι για τθ βιοςφνκεςθ 
των υπεροξειςωματίων. Κανζνασ όμωσ από τουσ παραπάνω υποκινθτζσ δεν ζχει 
καταωζρει να αποωζρει ικανοποιθτικά επίπεδα ζκωραςθσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ 
πρωτεΐνθσ, ςε ςχζςθ με τον υποκινθτι ΑΟΧ1. Πιο ςυγκεκριμζνα, ο  υποκινθτισ 
AOX1 επιτρζπει τθν ζκωραςθ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν ςε υψθλά επίπεδα, 
ακόμθ και αν ζχει ειςαχκεί μονάχα ζνα αντίγραωο τθσ ετερόλογθσ αλλθλουχίασ. 
Επίςθσ, ζχει χαμθλι ςυγγζνεια για το οξυγόνο, με αποτζλεςμα να απαιτείται 
επαρκισ αεριςμόσ για τθν παραγωγι τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. Ζνα άλλο 
πλεονζκτθμα είναι πωσ θ ζκωραςθ του υποκινθτι καταςτζλλεται από τθν παρουςία 
γλυκόηθσ ι γλυκερόλθσ ςτο κρεπτικό μζςο, ελαχιςτοποιϊντασ τθν πικανότθτα 
επιλογισ ςτελεχϊν με τυχαίεσ μεταλλάξεισ που δεν εκωράηουν τθν πρωτεΐνθ κατά 
τθν παραγωγι τθσ βιομάηασ.    *Menendez et al., 2003] 
         Παρότι θ χριςθ του υποκινθτι ΑΟΧ1 αποδίδει υψθλότερα επίπεδα ζκωραςθσ 
αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν, υπάρχουν περιπτϊςεισ που κακιςτοφν ακατάλλθλθ 
τθ χριςθ του, όπωσ όταν πρόκειται για τθ παραγωγι βιομθχανικϊν τροωίμων, όπου 
θ προςκικθ μεκανόλθσ είναι απαγορευτικι, ι ςε ηυμϊςεισ μεγάλθσ κλίμακασ, όπου 
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θ χριςθ μεκανόλθσ κρίνεται επιβλαβισ λόγω τθσ ευωλεκτικότθτάσ τθσ *Cereghino et 
al., 2002; Daly & Hearn, 2005].  
  
Σα πλεονεκτιματα και τα μειονεκτιματα τθσ χριςθσ του υποκινθτι  ΑΟΧ1  
παρουςιάηονται εκτενζςτερα ςτον παρακάτω πίνακα :  
 
 
Πίνακασ 1.2 : Πλεονεκτιματα-Μειονεκτιματα του υποκινθτι ΑΟΧ 
Πλεονεκτιματα  Μεινεκτιματα  
Η μεταγραφι τθσ ξζνθσ πρωτεΐνθσ 
ρυκμίηεται άμεςα και ελζγχεται από ζνα 
μθχανιςμό αναςτολισ/καταςτολισ  
Θ παρακολοφκθςθ τθσ μεκανόλθσ 
κατά τθ διάρκεια τθσ διεργαςίασ είναι 
ςυχνά δφςκολθ  
Μποροφν να εκφραςτοφν υψθλά 
ποςοςτά πρωτεΐνθσ, ακόμα και αν είναι 
τοξικά για το κφτταρο  
Θ μεκανόλθ ενζχει τον κίνδυνο 
πυρκαγιάσ  
Η καταςτολι τθσ μεταγραφισ από τισ 
αρχικζσ πθγζσ διοξειδίου εξαςφαλίηει ότι 
κα αποκτθκεί καλι κυτταρικι ανάπτυξθ, 
πριν το προϊόν του γονιδίου 
υπερεκφραςτεί  
Θ μεκανόλθ προζρχεται  κυρίωσ από 
πετροχθμικζσ πθγζσ, οι οποίεσ μπορεί 
να είναι ακατάλλθλεσ για τθ χριςθ 
ςτθν παραγωγι οριςμζνων προϊόντων 
διατροωισ και των προςκζτων 
Η επαγωγι τθσ μεταγραφισ 
επιτυγχάνεται εφκολα με τθν προςκικθ 
μεκανόλθσ 
Απαιτοφνται δφο πθγζσ άνκρακα με τθ 
μετάβαςθ από τθν μια ςτθν άλλθ να 
πρζπει να γίνεται ςε ζνα ακριβζσ 
χρονικό ςθμείο  
 
[Patrick et al ., 2005] 
 
 
        Από τθν άλλθ, ο υποκινθτισ ΑΟΧ2 υπό τθ ρφκμιςθ του οποίου βρίςκεται το 
γονίδιο ΑΟΧ2, επιτρζπει τθ παραγωγι χαμθλϊν ποςοτιτων αλκοολικισ οξειδάςθσ 
και κατά ςυνζπεια, δε χρθςιμοποιείται για τθν παραγωγι ετερόλογων πρωτεϊνϊν. 
Ωςτόςο, ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ θ τροποποίθςθ των ωυςικοχθμικϊν ςυνκθκϊν 
τθσ καλλιζργειασ ι θ προςκικθ αντιαωριςτικϊν ουςιϊν κα μποροφςε να 
καταςτιςει τον υποκινθτι ιδιαίτερα αποδοτικό.  *Kobayashi et al., 2000]    
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3.3 Μεταςχθματιςμόσ/ενςωμάτωςθ τθσ αλλθλουχίασ ςτο χρωμόςωμα τθσ ηφμθσ  
 
           Μετά τθν ζνκεςθ και κλωνοποίθςθ τθσ ετερόλογθσ αλλθλουχίασ ςε ζνα 
πλαςμιδιακό ωορζα, πραγματοποιείται γραμμικοποίθςθ του πλαςμιδίου με πζψθ 
από περιοριςτικά ζνηυμα που τζμνουν το πλαςμίδιο ςε ειδικι κζςθ, θ οποία 
εντοπίηεται ενδιάμεςα ςτθν αλλθλουχία του υποκινθτι ΑΟΧ1. Ζπειτα, ακολουκεί 
μεταςχθματιςμόσ των επιδεκτικϊν κυττάρων P.pastoris για  τθ δθμιουργία 
γενετικϊσ ςτακερϊν ςτελεχϊν που κωδικοποιοφν τθν αναςυνδυαςμζνθ πρωτεΐνθ 
[Cregg & Higgins, 1995]. Θ ενςωμάτωςθ τθσ ετερόλογθσ αλλθλουχίασ ςτο 
χρωμόςωμα τθσ ηφμθσ πραγματοποιείται με ομόλογο αναςυνδυαςμό ςτθν περιοχι 
του υποκινθτι τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ. Σα αναςυνδυαςμζνα ςτελζχθ ζχουν τθ 
δυνατότθτα να παράγουν μεγάλεσ ποςότθτεσ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ και 
να αυξάνονται χρθςιμοποιϊντασ μεγάλεσ ποςότθτεσ μεκανόλθσ ωσ πθγι άνκρακα. 
Σα ςτελζχθ αυτά εμωανίηουν, δθλαδι, το  ωαινότυπο Mut+ [Sreekrishna et al., 
1997].   
         Ωςτόςο, είναι πικανό να ςυμβεί διπλόσ αναςυνδυαςμόσ ςτισ περιοχζσ 5ϋΑΟΧ1 
και 3’ ΑΟΧ1 του γονιδίου, με αποτζλεςμα τθν αντικατάςταςθ ι τθ διακοπι του 
γονιδίου που κωδικοποιεί τθν αλκοολικι οξειδάςθ από τθν αλλθλουχία του 
πλαςμιδίου. Με αυτόν τον τρόπο, παράγονται ςτελζχθ ικανά να καταβολίηουν 
μικρζσ ποςότθτεσ μεκανόλθσ, κακϊσ όλθ θ  αλκοολικι οξειδάςθ εκωράηεται από το 
γονίδιο AOX2 και ζτςι αυτά τα ςτελζχθ ζχουν ωαινότυπο Muts [Romanos et al., 
1995]. 
 
 
3.4 Ζκκριςθ πρωτεϊνϊν και μετα-μεταφραςτικζσ τροποποιιςεισ ςτθν P. pastoris 
 
Θ ζκωραςθ των αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν μπορεί να είναι 
ενδοκυτταρικι ι εξωκυτταρικι. ΢υνεπϊσ, κατά τθν ζκωραςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ 
πρωτεΐνθσ ςτθ ηφμθ, είναι απαραίτθτο να λθωκεί υπόψθ αν θ ζκωραςι τθσ είναι 
ενδοκυτταρικι ι εξωκυτταρικι, κάτι που εξαρτάται από τθν ςυγκεκριμζνθ 
πρωτεΐνθ.  
΢τθν περίπτωςθ που θ πρωτεΐνθ-ςτόχοσ δεν εκκρίνεται, κα πρζπει να 
περάςει από ζνα ςφςτθμα ζκκριςθσ, γεγονόσ που μπορεί να οδθγιςει ςτθν αλλαγι 
τθσ που μπορεί να προκλθκεί από τθ γλυκοηυλίωςθ ι ςτθν ζλλειψθ άλλων μετα-
μεταωραςτικϊν τροποποιιςεων, οι οποίεσ μπορεί να είναι απαραίτθτεσ. ΢υνεπϊσ, θ 
ενδοκυτταρικι ζκωραςθ είναι μια εναλλακτικι ςτθν ζκκριςθ και ςυνικωσ δεν 
οδθγεί ςτθ γλυκοηυλίωςθ. Ωςτόςο, ο κακαριςμόσ των ενδοκυτταρικϊν πρωτεϊνϊν, 
μπορεί να αποβεί δυςκολότεροσ από τον κακαριςμό των εκκρινόμενων πρωτεϊνϊν, 
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κακϊσ θ πρωτεΐνθ-ςτόχοσ αντιπροςωπεφει λιγότερο από το 1% τθσ ςυνολικισ 
ενδοκυτταρικισ πρωτεΐνθσ  [Rees et al., 1999].  
          ΢τθν περίπτωςθ τθσ εξωκυτταρικισ ζκωραςθσ, είναι απαραίτθτθ θ φπαρξθ 
μιασ ςθματοδοτικισ αλλθλουχίασ που κατευκφνει το παραγόμενο πρωτεϊνικό μόριο 
ςτο μονοπάτι ζκκριςθσ. Θ επιλογι τθσ ςθματοδοτικισ αυτισ αλλθλουχίασ μπορεί να 
βαςιςτεί είτε ςτθν ςθματοδοτικι αλλθλουχία τθσ ίδιασ τθσ πρωτεΐνθσ (εάν διακζτει) 
είτε ςτον παράγοντα α από τον S.cereviseae  ι ςτθ ςθματοδοτικι αλθλουχία του 
ωωςωορικοφ οξζοσ  (PHO) ι ςτθν ςθματοδοτικι αλλθλουχία ινβερτάςθσ (SUC2 )[Li 
et al., 2001+. Θ πιο ςυνικθσ ςθματοδοτικι αλλθλουχία για το ςφςτθμα ζκκριςθσ τθσ 
ηφμθσ P.Pastoris είναι ο παράγοντασ α από τον S.cereviseae. Αυτι θ αλλθλουχία 
αποτελείται από 19 ςθματοδοτικά πεπτίδια αμινοξζα, ακολουκοφμενα από 60 
αμινοξζα. 
           Οι μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ των ετερόλογων πρωτεϊνϊν 
περιλαμβάνουν τθ δθμιουργία διςουλωιδικϊν δεςμϊν, το ενεργειακά αποδεκτό 
δίπλωμα τθσ πρωτεΐνθσ και τθ γλυκοηυλίωςθ των μορίων. Θ P.pastoris ζχει τθ 
δυνατότθτα να ςχθματίηει διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ, ςε αντίκεςθ με πολλά 
προκαρυωτικά ςυςτιματα, τα οποία εξαιτίασ του αναγωγικοφ δυναμικοφ του 
κυτταροπλάςματοσ αδυνατοφν να ςχθματίςουν τζτοιουσ δεςμοφσ *Heimo et al., 
1997].  
Θ γλυκοηυλίωςθ ςτθν P.pastoris περιλαμβάνει ολιγοςακχαρίτεσ μικροφ 
μικουσ (8-14 μονάδεσ μαννόηθσ για κάκε αλυςίδα), ςε ςχζςθ με εκείνουσ του S. 
cereviseae (50-150 μονάδεσ μαννόηθσ) και μικρότερθ ςυχνότθτα γλυκοηυλίωςθσ, με 
αποτζλεςμα οι ετερόλογεσ πρωτεΐνεσ να μθν υπεργλυκοηυλιϊνονται. Ακόμθ, τα 
πρότυπα γλυκοηυλίωςθσ ςτθν P.pastoris μοιάηουν περιςςότερο με εκείνα των 
ανϊτερων ευκαρυωτικϊν και διαωζρουν ςθμαντικά από εκείνα του S. cereviseae. Ο 
τελευταίοσ παράγει ολιγοςακχαρίτεσ με 1,3 δεςμοφσ γλουκάνθσ, ενϊ ςτθν 
μεκυλότροωθ ηφμθ δεν παρατθρείται κάτι αντίςτοιχο *White et al., 1994].  
Θ P. pastoris, όπωσ και οι άλλοι μφκθτεσ, προςκζτουν ολιγοςακχαρίτεσ 
ςτθν υδροξυλικι ομάδα (-ΟΘ) τθσ πλευρικισ ομάδασ μιασ ςερίνθσ ι κρεονίνθσ των 
εκκρινόμενων πρωτεϊνϊν (Ο-γλυκοηυλίωςθ). Οι ολιγοςακχαρίτεσ αυτοί 
αποτελοφνται από μονάδεσ μαννόηθσ και γενικά παρουςιάηουν χαμθλότερθ 
πολυπλοκότθτα από εκείνουσ των ανϊτερων ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν. Θ ηφμθ 
ζχει τθ δυνατότθτα να γλυκοηυλιϊνει ετερόλογεσ πρωτεΐνεσ οι οποίεσ μπορεί να 
μθν γλυκοηυλιϊνονται από τον οργανιςμό που τισ παράγει, αλλά ακόμθ και αν 
γλυκοηυλιϊνονται, υπάρχει θ περίπτωςθ να προςτεκοφν ολιγοςακχαρίτεσ ςε 
διαωορετικά κατάλοιπα ςερίνθσ και κρεονίνθσ. Θ γλυκοηυλίωςθ αυξάνει το μοριακό 
βάροσ των ετερόλογων πρωτεϊνϊν ωσ και 20kDa, όπωσ μελετικθκε ςτθν ζκωραςθ 
τθσ καταλυτικισ υπομονάδασ τθσ γλυκοαμυλάςθσ από τον Aspergillus awamori 
[Heimo et al., 1997+. Σα πρότυπα γλυκοηυλίωςθσ διαωζρουν ανάμεςα ςτισ 
ετερόλογεσ πρωτεΐνεσ που εκωράηονται, ενϊ ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ ζχει δειχκεί 
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ότι μπορεί να επθρεάηουν τθ λειτουργία του αναςυνδυαςμζνου μορίου *Mochizuki 
et al., 2000].  
 
 
 
 
Εικόνα 1.10 : Δομι ενόσ ςυνικουσ Ο-linked ολιγοςακχαρίτθ (Ο-γλυκοηυλίωςθ) *Cereghino & 
Cregg, 2000] 
 
 
 
Θ P. pastoris ζχει τθ δυνατότθτα να προςκζτει ολιγοςακχαρίτεσ ςτθν –NH2 
πλευρικι ομάδα των καταλοίπων τθσ αςπαραγίνθσ (Ν-γλυκοηυλίωςθ). Ζνασ 
προςχθματιςμζνοσ ολιγοςακχαρίτθσ που αποτελείται από Ν-ακετυλογλυκοηαμίνθ 
(GlcNAc), μαννόηθ (Man) και γλυκόηθ (Glc) μεταωζρεται ωσ ενιαίο μόριο ςτισ 
πρωτεΐνεσ που γλυκοηυλιϊνονται εντόσ του ενδοπλαςματικοφ δικτφου. Ο 
πρόδρομοσ αυτόσ ολιγοςακχαρίτθσ ςυγκρατείται ςτθ μεμβράνθ του 
ενδοπλαςματικοφ δικτφου μζςω ενόσ λιπιδίου που ονομάηεται δολιχόλθ και 
μεταωζρεται με τθ βοικεια του ενηφμου γλυκοηφλικι μεταωοράςθ. Σο ςάκχαρο 
ςυγκροτείται ςτθ δολιχόλθ μζςω ενόσ πυροωωςωορικοφ δεςμοφ υψθλισ ενζργειασ, 
ο οποίοσ παρζχει τθν ενζργεια που κακοδθγεί τθ μεταωορά του ςακχάρου ςτθν 
πρωτεΐνθ. Θ ποικιλότθτα των Ν-ςυνδεδεμζνων ολιγοςακχαριτϊν είναι αποτζλεςμα 
όψιμων τροποποιιςεων τθσ αρχικισ πρόδρομθσ δομισ. Ζτςι, ενϊ θ πρωτεΐνθ 
βρίςκεται ακόμθ ςτο ενδοπλαςματικό δίκτυο, αωαιροφνται τρία κατάλοιπα 
γλυκόηθσ από τισ γλυκοςιδάςεσ Ι και ΙΙ και ζνα κατάλοιπο μαννόηθσ από τθν α-1,2 
μαννοςιδάςθ, αωινοντασ μια δομι με οκτϊ κατάλοιπα μαννόηθσ και δυο Ν-
ακετυλογλυκοηαμίνθσ (Man8GlcNAc2) *Lis & Shanon, 2003]. 
Παρόλο που ςτα ευκαρυωτικά ςυςτιματα προςτίκενται κατάλοιπα 
γαλακτόηθσ, ςιαλικοφ οξζοσ και ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ ωουκόηθσ, ςτθ ηφμθ 
παρατθρείται θ προςκικθ μαννοηϊν, οι οποίεσ προςδζνονται με α-1,6 δεςμό ςτισ α-
1,3-μαννόηεσ που ιδθ υπάρχουν ςτον αρχικό πυρινα μαννόηθσ και Ν-
ακετυλογλυκοηαμίνθσ (Man a-1,3 - Man a-1,4 – GlcNAc2). Οι πολφπλοκοι 
ολιγοςακχαρίτεσ δθμιουργοφνται είτε μζςω περεταίρω πρόςκεςθσ ςακχαρικϊν 
καταλοίπων ςτα ιδθ υπάρχοντα ςακχαρικά κατάλοιπα τθσ πρωτεΐνθσ τα οποία 
ζχουν προςτεκεί ςτο ΚΕΔ, είτε μζςω τθσ πρόςκεςθσ επιπλζον νζων ςακχάρων ςτθν 
πολυπεπτιδικι αλυςίδα. Θ επιλογι αυτι εξαρτάται από το δίπλωμα τθσ πρωτεΐνθσ 
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κακϊσ και από το αν τα υπάρχοντα ςάκχαρα είναι προςιτά ςτα ζνηυμα των 
δεξαμενϊν του Golgi. Θ προςκικθ επιπλζον ςακχάρων ςτο Golgi προωκεί 
περεταίρω το ςωςτό δίπλωμα και τθ ςτακερότθτα των πρωτεϊνϊν, αν και θ 
ενηυμικι ενεργότθτα και θ δυνατότθτα ζκκριςθσ δε ωαίνεται να επθρεάηονται από 
τθν απουςία των ςακχαρικϊν καταλοίπων τθσ πρωτεΐνθσ * Herscovics & Orlean , 
1993].  
 
 
 
 
 
Εικόνα 1.11 : Θ δομι του πυρινα Asn που ςυνδζεται με τον ολιγοςακχαρίτθ. Σο ςθμείο 
διακλάδωςθσ όπου προςτίκενται περαιτζρω ολιγοςακχαρίτεσ βρίςκεται ςτα αριςτερά από 
τθν α-1,3-μαννόηθ. 
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Πειραματικό Μέροσ 
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Κεφάλαιο 4. Υλικά-Μέθοδοι  
 
4.1 Συςκευζσ – Πργανα 
 
 Οι ςυςκευζσ και τα όργανα που χρθςιμοποιικθκαν κατά τθ διεξαγωγι τθσ 
παροφςθσ πειραματικισ διαδικαςίασ είναι τα ακόλουκα :  
 ΢υςκευι θλεκτροωόρθςθσ DNA Easigel H1-set τθσ εταιρείασ Scie-plas  
 Επωαςτιρασ με ανάδευςθ (orbital incubator), ρυκμιηόμενθσ κερμοκραςίασ 
και ανάδευςθσ (0‐500rpm)  ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical Instruments 
Manufacturing Co. Ltd 
 Μικρόσ επωαςτιρασ με ανάδευςθ ρυκμιηόμενθσ κερμοκραςίασ και 
ανάδευςθσ (0‐1400rpm) Eppendorf Thermomixer Comfort  
 Φωτόμετρο του οίκου Hitachi UV 2000.  
 ΢υςκευι θλεκτροδιάτρθςθσ Micropulser™ BIORAD  
 Φαςματόμετρο υπερφκρου (FT‐IR) 
 ΢υςκευι ςυμπφκνωςθσ πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ Millipore Amicon Stirred 
Cell Model 
 Κλίβανοσ αποςτείρωςθσ (αυτόκαυςτο) Labo Autoclave του οίκου SANYO  
 Φοφρνοσ ξιρανςθσ  
 Πρζςα για προετοιμαςία των δειγμάτων προσ FT-IR 
 pH‐μετρo 537 (WTW, Γερμανία).  
 Αναλυτικόσ ηυγόσ   
 Φίλτρα διικθςθσ 
 ΢υςκευι εξάχνωςθσ υπό κενό (freeze drying), Christ ALPHA 1-4, B.Braun 
Biotec. International, Melsungen  
 ΢φςτθμα παραγωγισ υπερκάκαρου νεροφ Direct-Q (Millipore, Θ.Π.Α.).  
 Φυγόκεντροι Model J2-21 και TJ-6 τθσ Beckman Coulter (Θ.Π.Α.), ALC 4239R 
(Μεγάλθ Βρετανία)  
 Mικροωυγόκεντροσ πάγκου Eppendorf 3200 (Γερμανία).  
 
Σα εργαςτθριακά ςκεφθ και τα όργανα που χρθςιμοποιικθκαν προιλκαν από 
τισ ακόλουκεσ εταιρίεσ :  Greiner-Bio One (Γερμανία), Sterilin Limited (Θνωμζνο 
Βαςίλειο), SCHOTT AG (Γερμανία), Eppendorf (Γερμανία), Whatman (Θνωμζνο 
Βαςίλειο), Millipore (Θ.Π.Α.) και ROTH (Θ.Π.Α.). 
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4.2 Χθμικά αντιδραςτιρια- Εμπορικά ζνηυμα  
 
 Σα χθμικά αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία  
προμθκεφτθκαν από τισ εταιρείεσ Sigma-Aldrich (Θ.Π.Α.), LAB-SCAN 
(Ιρλανδία) και AppliChem (Γερμανία). 
 
 Σα ζνηυμα  προμθκεφτθκαν από τισ εταιρείεσ : Sigma-Aldrich (Θ.Π.Α.), New 
England Biolabs® Inc., (Θ.Π.Α.), Takara BIO Inc., (Ιαπωνία), Invitrogen (Θ.Π.Α.), 
Invivogen (Γαλλία), Novagen (Θ.Π.Α.), Clontech (Θ.Π.Α.), EMD4Biosciences 
(Γερμανία), Stratagene (Θ.Π.Α.), BIORAD Laboratories (Θ.Π.Α.). Επίςθσ, τα 
τυποποιθμζνα εμπορικά ςκευάςματα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα εξισ : 
το πακζτο GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit τθσ εταιρίασ Fermentas (Θ.Π.Α.) 
για τθν απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA, το πακζτο Nucleospin Gel Clean 
up kit τθσ εταιρίασ Macherey-Nagel για τθν απομόνωςθ του DNA από το 
πικτωμα αγαρόηθσ και το πακζτο GenElute ™ Plant, Genomic DNA Miniprep 
Kit τθσ εταιρίασ Sigma–Aldrich για τθν απομόνωςθ του ολικοφ DNA από τον 
μικροοργανιςμό Μ. thermophila. 
 
 
 
4.3  Διαλφματα  
 
Για τθν παραςκευι των ρυκμιςτικϊν διαλυμάτων χρθςιμοποιικθκε απιονιςμζνο 
νερό. Πιο ςυγκεκριμζνα, τα διαλφματα που χρθςιμοποιικθκαν παρουςιάηονται 
παρακάτω : 
 
 Διάλυμα για τθν θλεκτροωόρθςθ DNA ςε πικτωμα αγαρόηθσ  
 
i) Ρυκμιςτικό Διάλυμα ΣΒΕ (Tris-Borate-EDTA) 10Χ : 108 g/l Tris base, 55 g/l 
βορικό οξφ, 40 mL/l 0.5 M EDTA, pΘ 8.0  
 
ii) Ρυκμιςτικό Διάλυμα δείγματοσ θλεκτροωόρθςθσ (Loading Buffer): 900 
μL γλυκερόλθ 50% (v/v), 100 μL Βρωμοωαινόλθ Blue 10X 
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 Διαλφματα για τθν παραςκευι κρεπτικϊν μζςων για τθν ανάπτυξθ του 
ηυμομφκθτα P. pastoris  
 
i) Ρυκμιςτικό Διάλυμα ωωςωορικϊν: 132 mL Κ2HPO4 1M, 868 mL KH2PO4 
1M, pH 6.0  
 
ii) Διάλυμα ΤΝΒ (Yeast Nitrogen Base):: 34 gr/L YNB χωρίσ κειϊκό αμμϊνιο 
και αμινοξζα, 100 gr/L κειϊκό αμμϊνιο  
 
iii) Διάλυμα γλυκερόλθσ 10Χ: 100mL γλυκερόλθσ ςε 900 mL ddH2O 
 
 
 Ρυκμιςτικό διάλυμα για τθν προετοιμαςία τθσ ςτιλθσ ρθτίνθσ  
 
i) Tris base 50mM : 3 M NaCl, ρφκμιςθ pH 8 με HCl 
 
 
4.4 Μικροοργανιςμοί  
 
΢τθ παροφςα διπλωματικι εργαςία χρθςιμοποιικθκαν οι ακόλουκοι 
μικροοργανιςμοί :  
 
 Ο κερμόωιλοσ μφκθτασ Myceliophthora thermophila ATCC 42464, ο οποίοσ 
προμθκεφτθκε από τθν εταιρεία DSMZ (DSM No:1799, Γερμανία). 
 
 Σα βακτθριακά ςτελζχθ Esherichia coli TOP10 *γονότυποσ: F- mcrA Δ(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ω80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(araleu)7697 galU 
galK rpsL (StrR) endA1 nupG+ τθσ εταιρίασ  Invitrogen. 
 
 
 Θ μεκυλότροωθ ηφμθ Pichia pastoris, ςτζλεχοσ X33 (γονότυποσ: άγριοσ 
τφποσ, ωαινότυποσ: Mut+) (Invitrogen) για τθν ετερόλογθ ζκωραςθ των 
αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν. 
 
4.5 Θρεπτικά Μζςα 
Σα κρεπτικά μζςα που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν 
αποςτειρϊνονταν ςτο αυτόκαυςτο ςτουσ 121 ° C για 20 λεπτά και υπό πίεςθ 0.1 
MPa. Για τθν παραςκευι ςτερεοφ κρεπτικοφ υλικοφ προςτίκετο και 1,5% (για  τα 
βακτιρια) ι 2% (για τθ ηφμθ) άγαρ. Θ ςφςταςθ των κρεπτικϊν μζςων 
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παρουςιάηεται ςτον πίνακα 4.1. Όςο αναωορά τισ υπερευαίςκθτεσ ουςίεσ 
(αντιβιοτικά και βιταμίνεσ) αποςτειρϊνονταν με  διικθςθ ςε ωίλτρα ςφριγγασ 
πόρων διαμζτρου 0,2μm και προςκζτονταν ςτα κρεπτικά υλικά μετά από ψφξθ 
ςτουσ 50-60°C. 
 
Πίνακασ 4.1  : ΢φςταςθ των κρεπτικϊν υλικϊν για τθν ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν  
 Μικροοργανιςμόσ Θρεπτικό μζςο  Σφςταςθ 
 
M. thermophila 
 
Potato Dextrose Agar (pH 
5 ) 
 
1 g/l K2HPO4 
0,5 g/l MgSO4.7H2O 
0,1 g/l CaCl2.2H2O 
10 g/l yeast extract 
1% (w/v) glucose 
 
 
 
 
E.Coli 
 
Luria Bertani (LB) (pH 7,4) 
0,5% (w/v) Yeast 
1% (w/v) Tryptone 
1% (w/v) NaCl 
100 μg/ml kanamicyn 
 
Low Salt Luria Bertani (LB) 
(pH 7,4) 
0,5% (w/v) Yeast 
1% (w/v) Tryptone 
0,5% (w/v) NaCl 
50 μg/ml kanamycin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P.Pastoris 
YPD(S) 1% (w/v) Yeast 
2% (w/v) Peptone 
2% (w/v) Glucose 
(1M  Sorbitol) 
100 μg/ml Zeocin 
ΜD/MM 2,5 ml YNB (10x)  
0,05 ml Biotin 500x (2g/l) 
0,5 g Glucose/ 0,125 ml 
Methanol 
0,37 g Agar 
22,4 ml Νερό 
-/ 2,5 ml ABTS (10x)  
-/25 μl (100x) CuSO4 100x 
(2,5 g/l) 
 
BMGY/BMMY 1% (w/v) Yeast 
2% (w/v) Peptone 
0,1M Potasium phosphate 
buffer pH 6,0 
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25 ml ΤΝΒ+ammonium 
sulfane(10x) 
0,5 ml Biotin 500x (2 g/l) 
25ml Glucerol 
(10%)/1,250ml Methanol 
(250μl/50ml) 
-/ 2,5 ml CuSO4 
 
 
4.6 Ρλαςμιδιακοί φορείσ κλωνοποίθςθσ και ζκφραςθσ  
 
 
Για τθν κλωνοποίθςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ χρθςιμοποιικθκε ο 
πλαςμιδιακόσ ωορζασ pCR® Blunt (Invitrogen, Θ.Π.Α), ενϊ για τθν ζκωραςθ τθσ 
χρθςιμοποιικθκε ο πλαςμιδιακόσ ωορζασ pPICZαΑ (Invitrogen, Θ.Π.Α). 
 
 
4.6. 1 Ρλαςμιδιακόσ φορζασ PCR® BLUNT (INVITROGEN) 
 Ο πλαςμιδιακόσ ωορζασ pCR® Blunt που ζχει μικοσ 3512 βάςεισ είναι 
ςχεδιαςμζνοσ ζτςι ϊςτε να κακίςταται κατάλλθλοσ για τθν κλωνοποίθςθ τμθμάτων 
DNA που ωζρουν ιςοτελι άκρα (blunt ends) και ςυνεπϊσ μποροφν να ειςαχκοφν ςε 
αυτόν τμιματα DNA που ζχουν παραχκεί με τθ δράςθ τθσ KOD πολυμεράςθσ. ΢το 
ωορζα αυτό εντοπίηεται θ περιοχι ζναρξθσ τθσ αντιγραωισ, θ οποία εξαςωαλίηει 
υψθλά επίπεδα αντιγραωισ του πλαςμιδίου ςτα κφτταρα του ξενιςτι. Θ κζςθ 
κλωνοποίθςθσ των νουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν ςτο πλαςμίδιο βρίςκεται ανάμεςα 
ςτα γονίδια LacZa και ccdB. Σο γονίδιο ccdB (control of cell death) βρίςκεται ςε 
ςφντθξθ με το γονίδιο LacZa και είναι γονίδιο κανάτου. Όταν γίνεται ςφνδεςθ ενόσ 
τμιματοσ DNA ςτο πλαςμίδιο διακόπτεται θ ζκωραςθ τθσ αλλθλουχίασ lacZa-ccdB, 
με αποτζλεςμα να αναπτφςςονται ςτο ςτερεό κρεπτικό μζςο μόνο τα βακτθριακά 
κφτταρα τα οποία ωζρουν τα αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια.   
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Εικόνα 4.1 : Χάρτθσ του πλαςμιδίου pCR®-Blunt τθσ Invitrogen. Διακρίνονται τα βαςικά 
χαρακτθριςτικά του πλαςμιδίου, δθλαδι : θ κζςθ ζναρξθσ τθσ αντιγραωισ (pUC ori), ο 
υποκινθτισ Ρlac ο οποίοσ ρυκμίηει τθν ζκωραςθ του γονιδίου lacZa-ccdB, το γονίδιο 
κανάτου ccdB ςε ςφντθξθ με το LacZa, για τθν επιλογι των αναςυνδυαςμζνων ςτελεχϊν,  
τα γονίδια που προςδίδουν ανκεκτικότθτα ςτα αντιβιοτικά καναμυκίνθ και ηεοςίνθ. 
 
4.6.2 Ρλαςμιδιακόσ φορζασ pPICZαA (Invitrogen)  
 
Ο πλαςμιδιακόσ ωορζασ pPICZαΑ (Invitrogen) επιτρζπει  τθ παραγωγι 
αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν ςτον ηυμομφκθτα P. pastoris αλλά και τθν ζκκριςθ 
τουσ ςτον εξωκυττάριο χϊρο με τθ χριςθ τθσ ςθματοδοτικισ αλλθλουχίασ α-factor 
τθσ ηφμθσ Saccharomyces cerevisiae. Ο επίτοποσ c-myc επιτρζπει τθν ανίχνευςθ τθσ 
παραγόμενθσ πρωτεΐνθσ από τα αντιςϊματα αντι-myc και αντι-myc-HRP και τον 
κακαριςμό τουσ ςε ςτιλεσ ιοντοανταλλακτικισ χρωματογραωίασ, ενϊ τα ζξι 
αμινοξικά κατάλοιπα ιςτιδίνθσ ςυμβάλλουν ςτο διαχωριςμό τθσ πρωτεΐνθσ με 
χρωματογραωία ςυγγζνειασ ακινθτοποιθμζνου μετάλλου. Θ αντιγραωι του 
πλαςμιδίου εξαςωαλίηεται από τα κζςθ ζναρξθσ τθσ αντιγραωισ. Ακόμθ, το 
πλαςμίδιο περιζχει τον υποκινθτι του γονιδίου τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ (ΑΟΧ1), ο 
οποίοσ κατευκφνει τθν επαγόμενθ από τθ μεκανόλθ ζκωραςθ τθσ 
αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. Θ αλκοολικι οξειδάςθ ςυμμετζχει ςτον καταβολιςμό 
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τθσ μεκανόλθσ, οξειδϊνοντάσ τθν ςε ωορμαλδεψδθ και Θ2Ο2. ΢υνεπϊσ, μόνο τα 
κφτταρα που περιζχουν το αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο μποροφν να μεγαλϊςουν ςε 
κρεπτικό υλικό που περιζχει μεκανόλθ. Σζλοσ, το πλαςμίδιο περιζχει ζνα γονίδιο, 
το οποίο προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτα μεταςχθματιςμζνα ςτελζχθ ζναντι του 
αντιβιοτικοφ ηεοςίνθ. 
 
 
Εικόνα 4.2 : Χάρτθσ του πλαςμιδίου pPICZαΑ τθσ Invitrogen. ΢τθν εικόνα ωαίνονται τα 
βαςικά χαρακτθριςτικά του πλαςμιδίου : το ςθμείο ζναρξθσ τθσ αντιγραωισ, ο υποκινθτισ 
του γονιδίου τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ ΑΟΧ1  που επάγει υψθλά επίπεδα ζκωραςθσ τθσ 
αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ παρουςία μεκανόλθσ, το γονίδιο που κωδικοποιεί τθ 
ςθματοδοτικι αλλθλουχία (α-factor) για τθν ζκκριςθ τθσ ετερόλογθσ πρωτεΐνθσ,  το γονίδιο 
που προςδίδει ανκεκτικότθτα ςτο αντιβιοτικό ηεοςίνθ, θ αλλθλουχία του-myc επίτοπου 
(myc epitope) για τθν ανίχνευςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ με το αντίςτοιχο 
αντίςωμα και το γονίδιο κωδικοποίθςθσ ζξι ςυνεχόμενων καταλοίπων ιςτιδίνθσ (6×His) για 
τον κακαριςμό τθσ πρωτεΐνθσ με τθ χριςθ ςτθλϊν ιοντοανταλλακτικισ χρωματογραωίασ. 
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4.7 Εκκινθτζσ 
 
Σα ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια που χρθςιμοποιικθκαν ωσ εναρκτιρια μόρια  για 
τθν ενίςχυςθ του γονιδίου Mtlac-2063133 ι τμθμάτων αυτοφ με τισ τεχνικζσ 
αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ (PCR) και αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 
πολυμεράςθσ επικάλυψθσ ςχεδιάςτθκαν με οδθγό τθ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία 
που αντλικθκε από το γονιδίωμα του Μ. thermophila, από τθ βάςθ δεδομζνων 
Genome Portal (http://genome.jgi-psf.org/Spoth1/Spoth1.home.html). Θ ςφνκεςθ 
των ολιγονουκλεοτιδίων ζγινε από τθν εταιρία Eurofins MWG Operon  (Γερμανία). 
Σα ζνηυμα περιοριςμοφ που χρθςιμοποιικθκαν είναι τα EcoRI και XbaI. 
Εκκινθτζσ για το γονίδιο Mtlac-2063133 ςυμβατοί με το πλαςμίδιο pPICZaA  
 
MtLac2063133F: GC GAA TTC GGA ACT CTT GTC CAT GAT GAA CAG 
(32bp, Θερμοκραςία τιξθσ (Tm=56oC) για υβριδοποίθςθ  24 bp) 
MtLac2063133R: GCT CTA GA TGA CCG GAA TCC TCA CTA TCC 
(29 bp, Θερμοκραςία τιξθσ (Tm=55oC)  για υβριδοποίθςθ 21bp) 
 
Εκκινθτζσ για τθν overlapping PCR  (μπλε:βάςεισ που υβριδοποείται ο εκκινθτισ , 
πράςινα: τα τμιματα του εκκινθτι που αιωροφνται) 
MtLac2063133e1R: AAG GCC GTG CCA ATG CAT GCT AAG GTT CCG GTC ATT C 
(37bp, Tm=55oC for annealing 22bp) 
MtLac2063133e2F: CAT TGG CAC GGC CTT TCT CAG 
(21bp, Tm=56oC) 
MtLac2063133e2R:CAG ATC GTT TCC ATG CCCA TGA TCA TGT GTG CCA GAA TGT G 
(40bp, Tm=56oC for annealing 24bp) 
MtLac2063133e3F: GCA TGG AAA CGA TCT GGG TGG 
(21bp, Tm=56oC) 
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Μοριακζσ Τεχνικζσ  
 
4.8 Απομόνωςθ ολικοφ DNA από το μφκθτα Μ. thermophila  
 
 H απομόνωςθ DNA από το κερμόωιλο μφκθτα M. thermophila ζγινε ςφμωωνα με το 
πρωτόκολλο του τυποποιθμζνου πακζτου τθσ Sigma – Aldrich, GenElute ™ Plant, 
Genomic DNA Miniprep Kit. Ο μφκθτασ αναπτφχκθκε ςε υγρό κρεπτικό μζςο με 
γλυκόηθ ωσ πθγι άνκρακα για 48 ϊρεσ. Θ βιομάηα του ςυλλζχκθκε με τθ βοικεια 
υωαςμάτινου θκμοφ, και ςτθ ςυνζχεια λυοωιλιϊκθκε ςε ςυςκευι εξάχνωςθσ υπό 
κενό. Πραγματοποιικθκε κονιορτοποίθςθ ςε γουδί και παρελιωκθςαν 0,1 g ςκόνθσ 
για τθν απομόνωςθ  του ολικοφ DNA. 
 
4.9 Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Ρολυμεράςθσ (Polymerase Chain Reaction-PCR) 
Σο αρχικό υλικό για τθν διεξαγωγι τθσ PCR είναι ζνα δείγμα DNA ςτο οποίο 
περιζχεται θ αλλθλουχία που πρόκειται να πολλαπλαςιαςτεί. Επειδι κατά τθν 
τεχνικι τθσ PCR γίνεται πολλαπλαςιαςμόσ του DNA, θ αρχικι ποςότθτα DNA που 
χρειάηεται είναι πολφ μικρι : ακόμθ και ζνα μόριο DNA αρκεί. Θ DNA πολυμεράςθ 
χρθςιμοποιεί μονόκλωνο DNA ωσ μιτρα για τθ ςφνκεςθ ενόσ ςυμπλθρωματικοφ 
νζου κλϊνου. Για να προκφψει μονόκλωνο DNA, αρκεί θ κζρμανςθ του δίκλωνου 
DNA ςε κερμοκραςία που πλθςιάηει το ςθμείο βραςμοφ. Και οι δφο κλϊνοι τθσ 
διπλισ ζλικασ του DNA μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μιτρα για τθ ςφνκεςθ 
νζων μορίων. Κακϊσ το ζνηυμο χρειάηεται ζνα τμιμα δίκλωνου DNA ϊςτε να 
ξεκινιςει τθ ςφνκεςθ, προςκζτουμε ςτθν αντίδραςθ δφο ειδικοφσ 
ολιγονουκλεοτιδικοφσ εκκινθτζσ. Κακζνασ από αυτοφσ είναι ςυμπλθρωματικόσ με 
μια περιοχι του ενόσ από τουσ κλϊνουσ DNA-ςτόχου, ϊςτε να υβριδοποείται, 
δθλαδι να προςδζνεται ςε αυτι. Επομζνωσ, τα ςθμεία ζναρξθσ τθσ ςφνκεςθσ DNA 
in vitro μποροφν να κακοριςτοφν προςκζτοντασ ςτθν αντίδραςθ εκκινθτζσ που 
ζχουν τθν κατάλλθλθ αλλθλουχία, ϊςτε να υβριδοποιοφνται με τθ μιτρα ςε 
ςυγκεκριμζνεσ και επικυμθτζσ περιοχζσ. Οι εκκινθτζσ επιλζγονται ϊςτε να 
υβριδοποιοφνται εκατζρωκεν του τμιματοσ DNA που επικυμείται να 
πολλαπλαςιαςτεί. Κάκε νζοσ κλϊνοσ DNA που ςυντίκεται από ζναν εκκινθτι 
περιλαμβάνει τθ κζςθ ςτθν οποία υβριδοποιείται ο άλλοσ εκκινθτισ. 
Δθμιουργοφνται λοιπόν νζεσ κζςεισ πρόςδεςθσ εκκινθτϊν ςε κάκε νζο κλϊνο DNA 
που ςυντίκεται. Σο μίγμα τθσ αντίδραςθσ κερμαίνεται ξανά, ϊςτε να διαχωριςτοφν 
οι κλϊνοι, οι εκκινθτζσ υβριδοποιοφνται ςτισ κζςεισ πρόςδεςθσ που ζγιναν 
προςβάςιμεσ λόγω τθσ αποδιάταξθσ και ςυντίκεται νζοι κλϊνοι. Οι κφκλοι 
κζρμανςθσ, προςκόλλθςθσ των εκκινθτϊν ςτθ μιτρα και επζκταςισ τουσ με 
αποτζλεςμα τθ ςφνκεςθ νζων μορίων DNA επαναλαμβάνονται, ζτςι ϊςτε μετά από 
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κφκλουσ το μίγμα τθσ αντίδραςθσ να περιζχει κεωρθτικά ζωσ αντίγραωα τθσ 
αλλθλουχίασ που βρίςκεται ανάμεςα ςτουσ εκκινθτζσ.  
 
Εικόνα 4.3 : Περιγραωι ενόσ πλιρουσ κφκλου μιασ PCR αντίδραςθσ 
 
 
Εικόνα 4.4 : Εκκετικόσ πολλαπλαςιαςμόσ των νεοςφςτατων κλϊνων ςε μια αντίδραςθ PCR 
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΢τθν πράξθ, θ τυπικι απόδοςθ ανζρχεται ςτο 10-30% τθσ κεωρθτικά μζγιςτθσ. 
Παράγοντεσ που επθρεάηουν ςθμαντικά τθν απόδοςθ είναι το μικοσ και θ 
αλλθλουχία του τμιματοσ που πολλαπλαςιάηεται. Ο ποςοτικόσ και ποιοτικόσ 
ζλεγχοσ του προϊόντοσ τθσ PCR γίνεται με θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ, 
όπου 10% περίπου του όγκου τθσ αντίδραςθσ αναμιγνφεται με νερό και με το 
ρυκμιςτικό διάλυμα του δείγματοσ (loading buffer). ΢τθν παροφςα εργαςία, θ 
πρϊτθ PCR  ζγινε για τθ λιψθ ολόκλθρου του γονιδίου μαηί με τα ιντρόνια, 
ςφμωωνα με το πρωτόκολλο τθσ KOD πολυμεράςθσ. Θ KOD DNA πολυμεράςθ που 
χρθςιμοποιικθκε είναι μια αναςυνδυαςμζνθ μορωι τθσ Thermococcus 
kodakaraensis KOD1 DNA πολυμεράςθσ. Θ KOD DNA πολυμεράςθ είναι μια υψθλισ 
πιςτότθτασ κερμοςτακερι πολυμεράςθ, θ οποία ενιςχφει το DNA-ςτόχο με 
εξαιρετικι ακρίβεια και απόδοςθ. Θ ικανότθτα του ενηφμου να διορκϊνει τθν 
εξωνουκλεατικι αλλθλουχία με κατεφκυνςθ 3 '→ 5', ζχει ωσ αποτζλεςμα  τθ 
χαμθλότερθ ςυχνότθτα μετάλλαξθσ PCR από οποιοδιποτε άλλθ εμπορικά 
διακζςιμθ DNA πολυμεράςθ.  
΢τθ ςυνζχεια ακολουκοφν πίνακεσ, ςτουσ οποίουσ αναγράωονται τα ςυςτατικά κάκε 
αντίδραςθσ, κακϊσ και οι ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ ζλαβαν χϊρα ανάλογα με το μικοσ 
τθσ αλλθλουχίασ- ςτόχου. Αρχικά, πραγματοποιικθκε θ αντίδραςθ PCR με ςκοπό τθ 
λιψθ ολόκλθρου του γονιδίου, τα ςυςτατικά τθσ οποίασ αναωζρονται ςτον πίνακα 
4.2.  
 
  
Πίνακασ 4.2 : ΢υςτατικά τθσ αντίδραςθσ  PCR για τθ λιψθ ολόκλθρου του γονιδίου 
Γενωμικό DNA 2 μl 
Τπερκάκαρο Νερό 32 μl 
Ρυκμιςτικό Διάλυμα (Buffer) 5 μl 
25 μM MgSO4 3 μl 
Εκκινθτισ (Primer) Forward 1 μl 
Εκκινθτισ (Primer) Reverse 1 μl 
KOD πολυμεράςθ 1 μl 
DNTPs 5 μl 
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Οι ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ ζλαβε χϊρα θ παραπάνω αντίδραςθ παρουςιάηονται ςτον 
πίνακα :  
 
Πίνακασ 4.3 : ΢υνκικεσ τθσ αντίδραςθσ  PCR για τθ λιψθ ολόκλθρου  του γονιδίου  
 Χρόνοσ Θερμοκραςία (°C) 
Ενεργοποίθςθ τθσ 
πολυμεράςθσ 
2 min 95 
Αποδιάταξθ DNA 20 sec 95 
Υβριδοποίθςθ εκκινθτϊν 10 sec 50 
Επζκταςθ εκκινθτϊν 40 sec 70 
Τελικι επζκταςθ και 
επιδιόρκωςθ 
1 min 68 
 
 
 
Κατόπιν, ζγιναν τρεισ διαωορετικζσ αντιδράςεισ PCR για να ενιςχυκοφν ποςοτικά οι 
τρεισ κωδικοποιοφςεσ αλλθλουχίεσ (εξϊνια) του γονιδίου. Σα ςυςτατικά, κακϊσ και 
οι ςυνκικεσ κάτω από τισ οποίεσ πραγματοποιικθκαν οι αντιδράςεισ  
παρουςιάηονται ςτουσ ακόλουκουσ πίνακεσ. 
 
 
 
 Πίνακασ 4.4: ΢υςτατικά τθσ αντίδραςθσ  PCR για απομόνωςθ εξωνίων  
 
DNA 1 μl 
Τπερκάκαρο Νερό 33 μl 
Ρυκμιςτικό Διάλυμα (Buffer) 5 μl 
MgSO4 3 μl 
Εκκινθτισ (Primer) Forward 1 μl 
Εκκινθτισ (Primer)  Reverse 1 μl 
KOD πολυμεράςθ 1 μl 
dNTPs 5 μl 
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Οι ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ λαμβάνει χϊρα θ αντίδραςθ για τα εξϊνια 1 και 3 
παρουςιάηονται παρακάτω :  
 
 
Πίνακασ 4.5 : ΢υνκικεσ τθσ αντίδραςθσ PCR για τα εξϊνια 1 και 3  
 Χρόνοσ Θερμοκραςία (°C) 
Ενεργοποίθςθ τθσ 
πολυμεράςθσ 
2 min 95 
Αποδιάταξθ DNA 20 sec 95 
Υβριδοποίθςθ εκκινθτϊν 10 sec 50 
Επζκταςθ εκκινθτϊν 10 sec 70 
Τελικι επζκταςθ και 
επιδιόρκωςθ 
1 min 68 
 
 
Οι ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ λαμβάνει χϊρα θ αντίδραςθ για το εξϊνιο 2 
παρουςιάηονται παρακάτω :  
 
Πίνακασ 4.6 : ΢υνκικεσ τθσ αντίδραςθσ PCR για το εξϊνιο 2 
 
 Χρόνοσ Θερμοκραςία (°C) 
Ενεργοποίθςθ τθσ 
πολυμεράςθσ 
2 min 95 
Αποδιάταξθ DNA 20 sec 95 
Υβριδοποίθςθ εκκινθτϊν 10 sec 51 
Επζκταςθ εκκινθτϊν 30 sec 70 
Τελικι επζκταςθ και 
επιδιόρκωςθ 
1 min 68 
 
 
 
΢τθ ςυνζχεια, ζλαβε χϊρα θ αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ επικάλυψθσ 
(extension polymerase chain reaction, OE-PCR), με ςκοπό τθ ςυνζνωςθ των τριϊν 
εξωνίων, τα οποία ζχουν απομονωκεί. Σα ςυςτατικά τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 
πολυμεράςθσ επικάλυψθσ αναγράωονται ςτον πίνακα 4.7.  
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Πίνακασ4.7 : ΢υςτατικά τθσ αντίδραςθσ overlapping PCR 
DNA 3 μl 
Τπερκάκαρο Νερό 31 μl 
Ρυκμιςτικό Διάλυμα (Buffer) 5 μl 
MgSO4 3 μl 
Εκκινθτισ (Primer)  Forward 1 μl 
Εκκινθτισ (Primer)  Reverse 1 μl 
KOD πολυμεράςθ 1 μl 
DNTPs 5 μl 
 
 
Οι ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ λαμβάνει χϊρα θ παραπάνω αντίδραςθ παρουςιάηονται 
ςτον πίνακα 4.8 :  
 
Πίνακασ 4.8 :  ΢υνκικεσ τθσ αντίδραςθσ overlapping PCR 
 Χρόνοσ Θερμοκραςία (°C) 
Αρχικι αποδιάταξθ 2 min 95 
Αποδιάταξθ 20 sec 95 
Υβριδοποίθςθ 10 sec 58 
Επζκταςθ 40 sec 70 
Τελικι επζκταςθ 1 min 58 
 
 
Θ διαδικαςία αυτι επαναλιωκθκε 35 ωορζσ. Ακολοφκθςε ζλεγχοσ του δείγματοσ  
με θλεκτροωόρθςθ (δείγμα+10 ml loading buffer) και απομόνωςθ του DNA με τθ 
βοικεια του τυποποιθμζνου πακζτου Nucleospin Gel Εxtraction kit  τθσ εταιρίασ 
Macherey-Nagel. 
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4.10 Ηλεκτροφόρθςθ DNA ςε πικτωμα αγαρόηθσ  
 Θ θλεκτροωόρθςθ DNA ςε πικτωμα αγαρόηθσ είναι μια μζκοδοσ που 
χρθςιμοποιείται για το διαχωριςμό μορίων DNA με βάςθ το μοριακό τουσ βάροσ. Θ 
ταχφτθτα με τθν οποία κινοφνται τα τμιματα του DΝΑ μζςα ςε ζνα πικτωμα είναι 
ςυνάρτθςθ του μικουσ τουσ και τουσ ςχιματόσ τουσ. Σα μικρά τμιματα γενικά 
κινοφνται γρθγορότερα από τα μεγάλα. Ζπειτα, εκκζτοντασ το πικτωμα ςε  UV, τα 
τμιματα του DNA εμωανίηονται ςαν μια ςειρά από ωωτεινζσ ηϊνεσ, κακεμία από τισ 
οποίεσ αντιςτοιχεί ςε ζνα τμιμα μεγζκουσ. Σα μεγζκθ μποροφν να προςδιοριςτοφν 
μετά από ςφγκριςθ με μόρια DNA γνωςτοφ μεγζκουσ. Σα μόρια DNA που 
μετακινοφνται μζςα ςτο πικτωμα διατθροφνται άκικτα και είναι δυνατόν να 
ανακτθκοφν και να επαναχρθςιμοποιθκοφν. Πιο ςυγκεκριμζνα, θ θλεκτροωόρθςθ 
είναι μια διαδικαςία κατά τθν οποία το αρνθτικά ωορτιςμζνα μόριο DNA κινείται 
μζςα ςε ζνα πορϊδεσ πικτωμα αγαρόηθσ υπό τθν επίδραςθ του θλεκτρικοφ πεδίου. 
Παραςκευάηεται ζνα πικτωμα αγαρόηθσ (ςε μορωι λεπτισ πλάκασ) με μικρά 
πθγαδάκια και εμβαπτίηεται ςε ζνα διάλυμα με κατάλλθλεσ ςυγκεντρϊςεισ αλάτων. 
΢τθν παροφςα εργαςία, μετρικθκαν 0,5 g *1% (w/v)+ αγαρόηθσ ςε 50 mL διαλφματοσ 
1 × ΣΒΕ. Θ τιξθ τθσ αγαρόηθσ πραγματοποιικθκε με βραςμό για 2 min περίπου. Σο 
διάλυμα αωζκθκε για λίγα λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. ΢το πικτωμα 
προςτζκθκε 5 μL βρωμιοφχο αικίδιο αρχικισ ςυγκζντρωςθσ 1 mg/mL. ΢τα δείγματα 
προςτίκεται μικρι ποςότθτα ενόσ διαλφματοσ βαρφτερου από το νερό που περιζχει 
μια χρωςτικι. Με αυτόν τον τρόπο κακίςτανται ορατά, γεγονόσ που διευκολφνει 
τθν τοποκζτθςι τουσ ςτο πικτωμα.  Ζπειτα, με τθ βοικεια κατάλλθλου 
τροωοδοτικοφ, δθμιουργείται ζνα θλεκτρικό πεδίο, οπότε τα μόρια DNA, τα οποία  
είναι αρνθτικά ωορτιςμζνα μετακινοφνται προσ το κετικό πόλο. Σα μικρά μόρια 
κινοφνται γρθγορότερα από τα μεγαλφτερα. Άλλοι παράγοντεσ, όπωσ το ωορτίο και 
το ςχιμα, επθρεάηουν επίςθσ τθν κίνθςθ των μορίων μζςα ςτο πικτωμα. Κακϊσ 
μετακινοφνται, τα διαωορετικά μόρια DNA ςχθματίηουν χαρακτθριςτικζσ ηϊνεσ ςε 
διαωορετικζσ (ανάλογα με το μζγεκόσ τουσ) περιοχζσ του πθκτϊματοσ. Θ 
θλεκτροωόρθςθ πραγματοποιικθκε ςτα 60 Volts για 45 λεπτά περίπου. Σο 
βρωμιοφχο αικίδιο παρεμβάλλεται ανάμεςα ςτα νουκλεοτίδια και ωκορίηει όταν 
διεγείρεται με UV, και ζτςι οι ηϊνεσ αυτζσ κακίςτανται ορατζσ με ζκκεςθ ςτθν 
υπεριϊδθ ακτινοβολία (UV). 
57 
 
 
Εικόνα 4.5: Πικτωμα αγαρόηθσ κάτω από το ωωσ UV. Οι ηϊνεσ του DNA ςυνδζονται με το 
EtBr και ωκορίηουν κόκκινο. 
 
 
4.11 Απομόνωςθ τμιματοσ DNA από πικτωμα αγαρόηθσ  
 
  Για τθν απομόνωςθ DNA από το πικτωμα αγαρόηθσ, είναι πρϊτα απαραίτθτθ θ 
κατάτμθςθ του τεμαχίου τθσ γζλθσ, το οποίο περιζχει το επικυμθτό τμιμα DNA, 
πράγμα που κρίνεται από των αρικμό των βάςεϊν του. ΢τθ ςυνζχεια ακολουκείται 
το πρωτόκολλο του NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit τθσ Macherey-Nagel. 
Επίςθσ, για τθν αφξθςθ τθσ απόδοςθσ τθσ απομόνωςθσ χρθςιμοποιείται αγαρόηθ 
υψθλισ κακαρότθτασ. 
 
4.12 Αντίδραςθ Συνζνωςθσ Μορίων DNA (Ligation) 
  ΢χεδόν όλα τα ζνηυμα περιοριςμοφ αναγνωρίηουν παλίνδρομεσ κζςεισ, δθλαδι 
κζςεισ ςτισ οποίεσ θ αλλθλουχία ςτον κάκε κλϊνο είναι θ ίδια όταν διαβάηεται ςτθν 
κατεφκυνςθ 5’ προσ 3’. Σα περιςςότερα ζνηυμα περιοριςμοφ λειτουργοφν ωσ 
διμερι, αποτελοφμενα από δφο πανομοιότυπεσ υπομονάδεσ που εωαρμόηουν ςτο  
DNA με τζτοιο τρόπο, ϊςτε ο άξονασ τθσ αμωίπλευρθσ ςυμμετρίασ τουσ να 
ςυμπίπτει με αυτόν τθσ αλλθλουχίασ αναγνϊριςθσ. Σο ζνηυμο κινείται κατά μικοσ 
του DNA και, όταν ωτάςει ςτθν αλλθλουχία – ςτόχο, κόβει τουσ δφο κλϊνουσ.  Σο 
ςθμείο κοπισ είναι διαωορετικό ανάλογα το ζνηυμο που χρθςιμοποιείται. Για 
οριςμζνα ζνηυμα περιοριςμοφ είναι ςτο μζςο τθσ κζςθσ αναγνϊριςθσ, οπότε 
δθμιουργοφνται λεία άκρα (blunt ends). Άλλα ζνηυμα κόβουν τισ δφο αλυςίδεσ του 
DNA ςε ςυμμετρικά ζκκεντρα ςθμεία (staggered cuts) μία ι δφο βάςεισ από το 
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μζςο, οπότε δθμιουργοφνται προεξζχοντα άκρα 2 ι 4 βάςεων αντίςτοιχα. Σα 
προεξζχοντα άκρα είναι προσ τθν 5ϋ ι τθν 3ϋκατεφκυνςθ, ανάλογα με το ζνηυμο. 
Επειδι θ αλλθλουχία τθσ μονόκλωνθσ προζκταςθσ είναι παλινδρομικι, μπορεί να 
ςτοιχίηεται με τον εαυτό τθσ, και ζτςι αυτά τα άκρα αποκαλοφνται κολλϊδθ 
άκρα(sticky ends).  Ζνηυμα που ενϊνουν τμιματα DNA που ζχουν είτε λεία είτε 
κολλϊδθ άκρα ονομάηονται λιγάςεσ. 
      ΢τθν παροφςα εργαςία, χρθςιμοποιικθκε θ Σ4 DNA λιγάςθ, θ οποία 
απομονϊνεται από το βακτθριοωάγο Σ4.  
 
 
Εικόνα 4.6: ΢χθματιςμόσ του αναςυνδυαμζνου πλαςμιδιακοφ DNA  
 
 
Σα προϊόντα τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ πολυμεράςθσ KOD Hot Start  είναι  
τμιματα του DNA που ωζρουν ιςοτελι άκρα (blunt ends), όπωσ ιςοτελι άκρα ωζρει 
και το πλαςμίδιο pCR® Blunt. Για τθ ςυνζνωςθ αυτϊν των τμθμάτων με το 
πλαςμίδιο pCR® Blunt απαιτοφνται τα ςυςτατικά που αναωζρονται ςτον πίνακα 4.9.  
 
Πίνακασ 4.9 : ΢υςτατικά τθσ αντίδραςθσ ςυνζνωςθσ τμθμάτων DNA με ιςοτελι άκρα 
ςτο πλαςμίδιο pCR® Blunt 
 
pCR® Blunt 1 μl 
Τμιμα DNA 5 μl 
΢υκμιςτικό Διάλυμα λιγάςθσ (Buffer) 1 μl 
T4 DNA λιγάςθ 1 μl 
Υπερκάκαρο νερό 2 μl 
 
 
Κατόπιν, για να ειςαχκοφν τα τμιματα του DNA ςτον  πλαςμιδιακό ωορζα pPICZαΑ  
πραγματοποιικθκε πζψθ με τισ περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ EcoRI και XbaI, από 
τθ δράςθ των οποίων προκφπτουν κολλϊδθ άκρα (sticky ends). Ζγιναν δφο 
αραιϊςεισ του γονιδίου, 1:3 και 1:7, κακϊσ και οι αντιδράςεισ ελζγχου που δε 
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περιζχουν το γονίδιο. Ο τελικόσ όγκοσ των δειγμάτων είναι V= 20 ml. Απαιτοφνται 
τα αντιδραςτιρια που αναγράωονται ςτον  πίνακα 4.10.   
 
 
Πίνακασ 4.10 : Αναλογίεσ αντιδράςεων τελικοφ όγκου 20μL, ςυνζνωςθσ τμθμάτων 
DNA με ςυμπλθρωματικά άκρα ςτο πλαςμίδιο pPICZaA. 
 
 1:3 1:7 Control 1 Control 2 
Τπερκάκαρο 
νερό 
13 μl 9 μl 16 μl 17 μl 
Buffer λιγάςθσ 
(10x) 
2 μl 2 μl 2 μl 2 μl 
Πλαςμίδιο 
pPICZaA 
1 μl 1 μl 1 μl 1 μl 
Tμιμα DNA 3 μl 7 μl - - 
Λιγάςθ Σ4 1 μl 1 μl 1 μl - 
 
 
Σα δείγματα τοποκετοφνται ςτο thermomixer ςτουσ 16°C και θ διαδικαςία αυτι 
διαρκεί τρείσ ϊρεσ. Προςτζκθκαν ωςτόςο,  0,5% NaCl, και όχι 1% NaCl, διότι θ 
ηεοςίνθ καταςτρζωεται ςε κανονικι αλατότθτα. Μετά τθν προςκικθ των 
αναωερκειςϊν ποςοτιτων ρυκμίςτθκε το pH με ΝaOH ςτο 7,4. 
 
 
 
 
4.13 Ρζψθ DNA με ενδονουκλεάςεσ περιοριςμοφ 
 
Σα ζνηυμα περιοριςμοφ απομονϊνονται από προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, 
κυρίωσ βακτιρια και ο λειτουργικόσ ρόλοσ ςυνίςταται ςτθν προςταςία των 
μικροοργανιςμϊν από τθν ειςβολι ξζνου DNA, διότι αναγνωρίηουν ειδικζσ 
αλλθλουχίεσ, μικουσ τεςςάρων ζωσ οκτϊ νουκλεοτιδίων, και διαςποφν το μόριο 
DNA ςε αυτά τα ςθμεία. Οι αλλθλουχίεσ- ςτόχοι είναι ςυχνά παλίνδρομεσ, δθλαδι 
εμωανίηουν ςυμμετρία γφρων από ζνα κεντρικό ςθμείο. Σο DNA του ςτελζχουσ – 
ξενιςτι είναι προςτατευμζνο, κακϊσ οι κζςεισ που προςβάλλονται από τα δικά του 
ζνηυμα είναι μεκυλιωμζνεσ. Οι περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ που 
χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία, οι οργανιςμοί από τουσ οποίουσ 
προζρχονται και οι αλλθλουχίεσ πζψθσ παρουςιάηονται ςτον παρακάτω πίνακα :  
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Πίνακασ 4.11 : Περιοριςτικζσ ενδονουκλεάςεσ, μικροοργανιςμοί προζλευςθσ και 
αλλθλουχίεσ πζψθσ  
Περιοριςτικι 
Ενδονουκλεάςθ 
 
Οργανιςμόσ προζλευςθσ 
 
Αλλθλουχία πζψθσ 
 
EcoRI 
 
Escherichia coli 5'...G↓A A T T C...3' 
3'...C T T A A↑G...5' 
 
XbaI 
 
Xanthomonas badrii 
  
PmeI Pseudomonas mendocina 
  
 
 
Για τθν κλωνοποίθςθ των τμθμάτων DNA ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pPICZaΑ 
χρθςιμοποιικθκαν τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI και XbaΙ. Σα ςυςτατικά τθσ 
αντίδραςθσ παρουςιάηονται ςτον πίνακα που ακολουκεί :  
 
 
Πίνακασ 4.12 : ΢υςτατικά τθσ αντίδραςθσ πζψθσ πλαςμιδιακοφ DNA από τα 
περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI και XbaΙ 
 
Πλαςμιδιακό DNA 5μl 
Ρυκμιςτικό διάλυμα (Buffer) 2 μl 
Περιοριςτικό ζνηυμο EcoRI 1 μl 
Περιοριςτικό ζνηυμο XbaI 1 μl 
Τπερκάκαρο νερό (MillQ H2O) 11 μl 
 
 Ο τελικόσ όγκοσ του δείγματοσ είναι V= 20μl και θ αντίδραςθ ειςάγεται 
ςτουσ 37°C για μια ϊρα. 
 Ακολουκεί θλεκτροωόρθςθ ελζγχου, όπου ειςάγονται 20 μl του δείγματοσ 
και 5 μl loading buffer.  
 Σα πλαςμίδια αποςτζλλονται για sequencing. 
 Λιψθ του κομμζνου από τα ζνηυμα EcoRI και XbaI γονιδίου και τοποκζτθςθ 
του ςτο πλαςμίδιο pPICZaΑ, μζςω αντίδραςθσ ςυνζνωςθσ. 
 
Θ διαδικαςία αυτι επαναλαμβάνεται άλλθ μια ωορά με ςτόχο τθ λιψθ πολλαπλϊν 
αντιγράωων DNA. 
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Ωςτόςο, το DNA που λιωκθκε από τθν παραπάνω διαδικαςία, απαιτείται να 
γραμμικοποιθκεί, ϊςτε να μπορζςει να ενςωματωκεί ςτο ηυμομφκθτα P. Pastoris. Θ 
γραμμικοποίθςθ του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου pPICZaΑ ζγινε με τθ βοικεια 
του περιοριςτικοφ ενηφμου PmeI. Σα ςυςτατικά τθσ αντίδραςθσ καταγράωονται 
ςτον ακόλουκο πίνακα:  
 
 
Πίνακασ 4.13 : ΢υςτατικά αντιδράςεων τελικοφ όγκου 100 μl για τθ γραμμικοποίθςθ 
του DNA 
 
Lac pPICZaA 70μl 
PmeI 2μl 
Buffer (10x) 10μl 
dH2O 18μl 
 
 
Θ γραμμικοποίθςθ πραγματοποιείται ςτον επωαςτιρα ςτουσ 30 °C  και διαρκεί μια 
ϊρα. Ακολουκεί θλεκτροωόρθςθ 4 μl DNA με πιο αραιό gel, διότι το μζγεκοσ του 
DNA είναι μεγάλο και ςε αραιότερο gel κα κινθκεί καλφτερα. Για τον κακαριςμό του 
DNA πραγματοποιείται το Nucleospin Gel and PCR Clean-up kit και για επιβεβαίωςθ 
των αποτελεςμάτων γίνεται θλεκτροωόρθςθ 5 μl DNA. 
 
4.14 Αλλθλοφχθςθ του DNA (Sequencing)  
 
   Ζπειτα από τθν καταςκευι των αναςυνδυαςμζνων πλαςμιδίων  pCR® Blunt και 
pPICZαΑ, πραγματοποιικθκε ανάλυςθ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ τουσ, με 
ςτόχο τθ διαβεβαίωςθ τθσ ορκότθτάσ τθσ φςτερα από τθν επεξεργαςία μζςω των 
μοριακϊν διαδικαςιϊν (PCR, πζψθ). Θ ανάλυςθ αυτι πραγματοποιικθκε από τθν 
εταιρεία VBC – Biotech Services GmbH (Αυςτρία), αωοφ ςτάλκθκε δείγμα κακαροφ 
πλαςμιδιακοφ DNA όγκου 10 μL (300 – 500 ng). 
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4.15 Μεταςχθματιςμόσ επιδεκτικϊν κυττάρων  
 
       Ο μεταςχθματιςμόσ αποτελεί μια διαδικαςία κατά τθν οποία αναςυνδυαςμζνα 
πλαςμίδια ειςάγονται ςε κφτταρα τα οποία ζχουν μετατραπεί ςε παροδικά 
διαπερατά μακρομόρια. Ο εντοπιςμόσ των μεταςχθματιςμζνων κυττάρων 
επιτυγχάνεται από τθν ανκεκτικότθτα ςτα αντιβιοτικά που τουσ προςδίδει το 
ειςαγόμενο πλαςμίδιο (παρουςία αντιβιοτικοφ κα αναπτυχκοφν μόνο τα 
βακτθριακά κφτταρα που περιζχουν το πλαςμίδιο). 
 
 
4.15.1 Ρροετοιμαςία επιδεκτικϊν κυττάρων Ε. coli 
 
 Αρχικά ζγινε εμβολιαςμόσ μίασ αποικίασ βακτθρίων TOP10 ςε 5 mL 
κρεπτικοφ μζςου LB, παρουςία κατάλλθλου αντιβιοτικοφ. 
 Ακολοφκθςε επϊαςθ υπό ςυνεχι ανάδευςθ (180 rpm) ςτουσ 37οC για 
περίπου 16 ϊρεσ.  
 ΢τθ ςυνζχεια 1 mL από αυτι τθν προκαλλιζργεια χρθςιμοποιικθκε για τον 
εμβολιαςμό 100 mL LB, τα οποία επωάςτθκαν υπό ανάδευςθ ςτουσ 37οC, 
μζχρισ ότου θ οπτικι πυκνότθτα (OD600nm) ςτα 600 nm να κυμαίνεται από 
0.4 ζωσ 0.8. Θ ωιάλθ με τθν καλλιζργεια μεταωζρκθκε ςε πάγο, όπου 
παρζμεινε εκεί για 30 λεπτά. 
 Ζπειτα, ζγινε ωυγοκζντρθςθ τθσ καλλιζργειασ (1500×g, 5 λεπτά, 4οC) και τα 
κφτταρα επαναδιαλφκθκαν ςε 12 mL ςτείρου παγωμζνου διαλφματοσ 0,1 Μ 
MgCl2.  
 Ακολοφκθςε ξανά ωυγοκζντρθςθ και επαναιϊρθςθ των κυττάρων ςε 4 mL 
ςτείρου παγωμζνου διαλφματοσ 0,1 M CaCl2. Σο εναιϊρθμα τοποκετικθκε 
ςτουσ 4οC για 16 περίπου ϊρεσ, με ςκοπό τθν αφξθςθ τθσ απόδοςθσ των 
κυττάρων  ςτο μεταςχθματιςμό.  
 Σα βακτθριακά κφτταρα ωυλάςςονται ςτουσ -80οC, ζπειτα από προςκικθ 
1,9 mL διαλφματοσ γλυκερόλθσ 50% w/w ςτο εναιϊρθμα και τθ δθμιουργία 
κλαςμάτων όγκου 0,1 mL ςε αποςτειρωμζνουσ ςωλινεσ τφπου eppendorf. 
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4.15.2 Μεταςχθματιςμόσ επιδεκτικϊν βακτθριακϊν κυττάρων 
 
 
 Αρχικά, 100 μl επιδεκτικϊν βακτθριακϊν κυττάρων λιωκθκε από τουσ -80οC 
και τοποκετικθκε ςε πάγο, ϊςτε να ξεπαγϊςει.  
 ΢τθ ςυνζχεια 5μL πλαςμιδιακοφ DNA προςτίκενται ςτα κφτταρα με αργζσ 
ελικοειδείσ κινιςεισ, προκειμζνου να μθν ςπάςουν τα κφτταρα. Σο μίγμα 
αωζκθκε ςτον πάγο για 30 λεπτά. 
  Ακολοφκθςε κερμικό ςοκ των κυττάρων ςτουσ 42οC για ενάμιςι λεπτό και 
άμεςθ προςκικθ 0,2 mL αποςτειρωμζνου κρεπτικοφ υλικοφ LB ςτο μείγμα. 
 Ζπειτα, το μείγμα αωζκθκε για 5 λεπτά ςτον πάγο, και κατόπιν επωάηεται 
ςτουσ 37οC για 1 ϊρα. 
  Ζπειτα, τα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό μζςο LS.LB (150-300 
μl) ςε τρυβλίο Petri, παρουςία του αντιβιοτικοφ ηεοςίνθ ( 25 μg/mL ηεοςίνθ 
  Ακολοφκθςε επϊαςθ για περίπου 16 ϊρεσ ςτουσ 37οC. 
  Μετά τθν εμωάνιςθ αποικιϊν, λιωκθκαν 5–10 μεμονομζνεσ αποικίεσ για 
εμβολιαςμό ςε 5 mL υγρoφ κρεπτικοφ μζςου LB ι LS.LB παρουςία 
κατάλλθλου αντιβιοτικοφ και επϊαςθ, υπό ανάδευςθ (200rpm) για 16 
περίπου ϊρεσ ςτουσ 37οC.  
 Ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ (1500×g για 10 λεπτά) με ςκοπό τθ λιψθ των 
κυττάρων και  απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA με το GeneJET™ Plasmid 
Miniprep Kit (Fermentas).  
 Ο ζλεγχοσ τθσ επιτυχίασ του αναςυνδυαςμοφ ζγινε με τθν πζψθ του 
πλαςμιδίου με τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI και XbaI και θλεκτροωόρθςθ 
των προϊόντων τθσ πζψθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ. 
 
4.15.3 Ρροετοιμαςία επιδεκτικϊν κυττάρων ηφμθσ P.pastoris  
 
 Σα κφτταρα τθσ ηφμθσ P.pastoris αναπτφχκθκαν ςε κρεπτικό υλικό YPD των 
50 ml  και τοποκετοφνται ςτον επωαςτιρα ςτουσ 30 °C για 24 ϊρεσ. 
 Ζπειτα, με μια ποςότθτα των 10 ml εμβολιάςτθκαν οι δφο καλλιζργειεσ των 
300 ml YPD. 
 Θ καλλιζργεια επωάςτθκε ςτουσ 30 °C ςτα 200 rpm για τζςςερισ περίπου 
ϊρεσ, ζωσ ότου θ οπτικι πυκνότθτα των κυττάρων ςτα 600 nm (OD600)  να 
είναι περίπου 1,3-1,5.  
 Ακολοφκθςε μεταωορά τθσ καλλιζργειασ ςε αποςτειρωμζνα tubes και 
ωυγοκζντριςθ για πζντε λεπτά ςτα 5000 rpm ςτουσ 4°C. 
 Ζπειτα, μετά τθ ρίψθ του υπερκείμενου υγροφ, επαναδιαλφκθκαν τα 
κφτταρα ςε παγωμζνο υπερκάκαρο  νερό 150 ml, με τθ βοικεια vortex. 
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 Ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ για πζντε λεπτά ςτα 5000 rpm ςτουσ 4°C. 
 Ζπειτα, μετά τθ ρίψθ του υπερκείμενου υγροφ, επαναδιαλφκθκαν τα 
κφτταρα ςε παγωμζνο υπερκάκαρο νερό 150 ml, με τθ βοικεια vortex. 
 Ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ για πζντε λεπτά ςτα 5000 rpm ςτουσ 4°C. 
 Επαναδιάλυςθ κυττάρων ςε 12 ml παγωμζνθσ ςορβιτόλθσ 1Μ και μεταωορά 
τουσ ςε μικρό falcon. 
 Ακολοφκθςε ωυγοκζντρθςθ για πζντε λεπτά ςτα 5000 rpm ςτουσ 4°C. 
 Επαναδιάλυςθ κυττάρων ςε παγωμζνθσ ςορβιτόλθσ 1Μ και λιψθ όγκου 
κυττάρων 1,5ml. 
 
 
4.15.4 Μεταςχθματιςμόσ επιδεκτικϊν κυττάρων P.pastoris 
 
 
 Πριν τθ διαδικαςία τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ πραγματοποιικθκε θ 
γραμμικοποίθςθ του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου pPICZαΑ με πζψθ από 
τθν περιοριςτικι ενδονουκλεάςθ PmeI. Σο γραμμικοποιθμζνο πλαςμίδιο 
κακαρίςτθκε και απομονϊκθκε με Nucleospin Gel Clean up kit τθσ 
Macherey-Nagel. Ωςτόςο,  ςτο τελευταίο ςτάδιο τθσ διαδικαςίασ αυτισ,  
αντί για ρυκμιςτικό διάλυμα ζκλουςθσ του DNA, χρθςιμοποιικθκε 
αποςτειρωμζνο υπερκάκαρο νερό για τθν ζκλουςθ από τθ ςτιλθ, με ςκοπό 
τθν αποωυγι παρουςίασ αλάτων.  
 ΢τθ ςυνζχεια, από το 1,5ml κυττάρων, λιωκθκαν 80 μl κυττάρων ηφμθσ 
P.pastoris και αναμίχκθκαν με 30 μl DNA γραμμικοφ αναςυνδυαςμζνου 
πλαςμιδίου pPICZαΑ.  
 Σο μίγμα μεταωζρκθκε ςε προψυγμζνθ κυψελίδα , θ οποία είναι ειδικι για 
θλεκτροδιάτρθςθ και ζχει εμβαπτιςτεί ςε διάλυμα 70% αικανόλθ. 
  Σο μίγμα αωζκθκε ςτον πάγο  για 5 λεπτά και τα κφτταρα ιταν ζτοιμα για το  
μεταςχθματιςμό με θλεκτροδιάτρθςθ ςτθ ςυςκευι GENE PULSER τθσ 
BIORAD.  
 Μετά τθν εωαρμογι θλεκτρικοφ παλμοφ, πραγματοποιικθκε άμεςθ 
προςκικθ παγωμζνθσ ςορβιτόλθσ 1Μ μζςα ςτθν κυψελίδα και το δείγμα 
μεταωζρκθκε ςε ςτείρο ςωλινα falcon (15 mL)  και επωάςτθκε για δφο ϊρεσ 
ςτουσ 30°C χωρίσ ανάδευςθ.  
 Μετά το πζρασ δυο ωρϊν, τα  μεταςχθματιςμζνα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε 
τριβλία που περιζχουν ςτερεό κρεπτικό υλικό YPDS και ηεοςίνθ και 
επωάηονται  ςτουσ 30°C για 3 – 4 θμζρεσ. 
 Μετά το πζρασ τεςςάρων θμερϊν, λιωκθκαν οι αποικίεσ που ζχουν 
αναπτυχκεί και τοποκετικθκαν ςε τριβλίο YPD. 
 Σο τριβλίο επωάςτθκε ςτουσ 30°C για 48 ϊρεσ. 
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4.16  Ζκφραςθ αναςυνδυαςμζνων πρωτεϊνϊν ςε καλλιζργειεσ μικρισ κλίμακασ  
 
 Μεμονωμζνεσ αποικίεσ μεταςχθματιςμζνων ςτελεχϊν τθσ ηφμθσ P.pαstoris 
χρθςιμοποιικθκαν για τον εμβολιαςμό 50 mL κρεπτικοφ υλικοφ BMGY ςε γυάλινεσ 
κωνικζσ ωιάλεσ όγκου 250 mL. Θ προκαλλιζργεια επωάςτθκε ςτουσ 30°C υπό 
ςυνεχι ανάδευςθ (200 rpm) για 16-20 ϊρεσ. Ζπειτα, κατάλλθλοσ όγκοσ τθσ 
προκαλλιζργειασ ωυγοκεντρικθκε, και τα κφτταρα που ςυλλζχκθκαν, 
επαναδιαλφκθκαν ςε 50 mL κρεπτικοφ υλικοφ ΒΜΜΤ, ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ 
τουσ να αντιςτοιχεί ςε οπτικι πυκνότθτα ίςθ με τθ μονάδα (O.D.600nm =1). ΢τθ 
ςυνζχεια, οι καλλιζργειεσ επωάςτθκαν ςτουσ 30°C υπό ανάδευςθ (200 rpm), ενϊ 
κάκε 24 ϊρεσ πραγματοποιοφνταν δειγματολθψίεσ και προςτίκενται 250 μL 
μεκανόλθσ. Από κάκε δείγμα, λαμβανόταν μια ποςότθτα καλλιζργειασ και 
μετροφταν θ οπτικι απορρόωθςθ ςτα 600 nm. Θ υπόλοιπθ ποςότθτα του 
δείγματοσ ωυγοκεντροφταν και το υπερκείμενο υγρό ςυλλεγόταν και 
χρθςιμοποιοφταν ςτον ζλεγχο τθσ φπαρξθσ και των επιπζδων παραγωγισ τθσ 
αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ. 
 
 
4.17 Απομόνωςθ και κακαριςμόσ πρωτεϊνϊν  
Μετά από τθν παραγωγι τθσ πρωτεΐνθσ ςε κλίμακα μικρισ καλλιζργειασ, ακολουκεί 
θ απομόνωςθ και ο κακαριςμόσ τθσ.  Αρχικά, τα κφτταρα ωυγοκεντρικθκαν για 
είκοςι λεπτά, με ςκοπό τθν απομάκρυνςθ του κυτταρικοφ υλικοφ και τθ ςυλλογι 
του υπερκείμενου υγροφ.  Σα κυτταρικά κραφςματα διαχωρίςτθκαν από το 
υπερκείμενο με διικθςθ με τθ βοικεια διθκθτικοφ χαρτιοφ, και ςτθ ςυνζχεια με 
διικθςθ υπό κενό με ωίλτρα διαμζτρου πόρων 0.8 μm και 0.2 μm. Από τισ 
διθκιςεισ προκφπτει διαυγζσ διάλυμα, το οποίο ςυμπυκνϊκθκε με τθ χριςθ 
ςυςκευισ υπερδιικθςθσ Stirred Cell Model 8400. Για τθ ςυμπφκνωςθ 
χρθςιμοποιικθκαν ειδικζσ μεμβράνεσ, οι οποίεσ επιτρζπουν τθ διζλευςθ πρωτεϊνϊν 
με μοριακό βάροσ μικρότερο από 10 kDa και εωαρμόηεται πίεςθ, θ οποία 
ρυκμίηεται ςτα 50 psi. Σο ςυμπυκνωμζνο διάλυμα υποβλικθκε ςε εξιςορρόπθςθ με 
διαπίδυςθ ζναντι ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 300 mM NaCl 
(Talon). Κατά τθ διαδικαςία αυτι, το δείγμα τοποκετείται ςε θμιπερατζσ μεμβράνεσ 
κυτταρίνθσ (Dialysis tubing cellulose membrane, Sigma-Aldrich), οι οποίεσ 
επιτρζπουν τθν ανταλλαγι του διαλφτθ ςτο εςωτερικό και το εξωτερικό τθσ 
πρωτεΐνθσ. Θ αρχι τθσ μεκόδου βαςίηεται ςτο ωαινόμενο τθσ ϊςμωςθσ δθλαδι 
μικρά μόρια διαλφτθ δφνανται να διαπερνοφν τθν θμιπερατι μεμβράνθ μζχρι 
αποκατάςταςθσ ιςορροπίασ ςτο ςφςτθμα. ΢υνεπϊσ, μετά το τζλοσ τθσ διαδικαςίασ, 
οι πρωτεΐνεσ βρίςκονται ςτο Talon buffer με pH 8. Θ μεμβράνθ πριν τθ χριςθ 
βυκίςτθκε ςε βραςτό απιονιςμζνο νερό για περίπου 30 min, ενϊ ςτθ ςυνζχεια ζγινε 
θ μεταωορά του διαλφματοσ των πρωτεϊνϊν ςτο 1/3 περίπου του όγκου του 
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ςχθματιηόμενου ςωλινα. Σο ςφςτθμα παρζμεινε μζςα ςε ρυκμιςτικό διάλυμα 
κατάλλθλου όγκου (VΡ.Δ. ≥ 100 х Vδιαλ/τοσ πρωτεϊνϊν), για 24 h ςε κερμοκραςία   4 
οC, 
υπό ιρεμθ ανάδευςθ. Εν ςυνεχεία, το πρωτεϊνικό διάλυμα διαβιβάςτθκε ςε 
κατάλλθλα προετοιμαςμζνθ ςτιλθ TalonTM (Clontech Laboratories Inc., Θ.Π.Α.),  
όπου κρατείται θ επικυμθτι πρωτεΐνθ και αποβάλλονται οι τυχόν άλλεσ πρωτεΐνεσ. 
Θ ςτιλθ προετοιμάηεται κατά τον εξισ τρόπο:  
 Σοποκζτθςθ 4 ml ρθτίνθσ ςτθ πλαςτικι ςτιλθ. 
 Ακολουκεί ζκπλυςθ τθσ ςτιλθσ προκειμζνου να κακαριςτεί θ ρθτίνθ από το 
διάλυμα αποκικευςθσ.  
 Σοποκετοφνται τρεισ ςτιλεσ Talon buffer και αωοφ προετοιμαςτεί θ ςτιλθ, 
τοποκετείται το δείγμα. 
 Θ επικυμθτι πρωτεΐνθ κρατείται ςτθ ςτιλθ, ενϊ όλεσ οι υπόλοιπεσ 
αποβάλλονται. 
 Θ ςτιλθ ξεπλζνεται με 10 ml Talon buffer, με ςκοπό τθν απομάκρυνςθ των 
εναπομεινάντων πρωτεϊνϊν. 
 Προςτίκενται 5 ml 5 mΜ ιμιδαηόλιο, και κατόπιν 7 ml 100 mΜ ιμιδαηόλιο, το 
οποίο δρα ανταγωνιςτικά με τα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ για τθν πρόςδεςθ ςτα 
ιόντα κοβαλτίου, απελευκερϊνοντασ ζτςι τα προςδεδεμζνα μόρια. 
 Ακολουκεί κακαριςμόσ και αποκικευςθ τθσ ρθτίνθσ ςε 20 % αικανόλθ ςτουσ 
4°C. 
 
4.18 Ηλεκτροφόρθςθ πολυπεπτιδίων ςε πικτωμα πολυακρυλαμιδίου (SDS-PAGE)  
 
Θ θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι πολυακρυλαμίδθσ είναι μια βιοχθμικι 
μζκοδοσ, ςτθν οποία τα πρωτεϊνικά μόρια διαχωρίηονται με βάςθ το μοριακό τουσ 
βάροσ κατά τθ διζλευςθ τουσ μζςω των πόρων του πθκτϊματοσ πολυακρυλαμίδθσ 
υπό τθν επίδραςθ θλεκτρικοφ πεδίου. Σο πολυακρυλαμίδιο είναι μια χθμικά 
αδρανισ ζνωςθ, ςτακερι ςε μεγάλο εφροσ pH, ιονικισ ιςχφοσ και κερμοκραςίασ. 
Σο πικτωμα προκφπτει από τον πολυμεριςμό του μονομεροφσ ακρυλαμιδίου ςε 
μακριζσ αλυςίδεσ πολυακριλαμιδίου κακϊσ και από τθ δθμιουργία εγκάρςιων 
διακλαδϊςεων με ομάδεσ του δισ-ακρυλαμιδίου (cross-linking). Ο πολυμεριςμόσ 
του ακρυλαμιδίου επιτυγχάνεται με τθν παρουςία μιασ χθμικισ ζνωςθσ που παίηει 
το ρόλο του καταλφτθ, του υπερκειικοφ αμμωνίου (APS) και ενόσ ενεργοποιθτι, τθσ 
Ν,Ν,Ν,’Ν’- τετραμεκυλοαικυλενοδιαμίνθσ (TEMED). Ανάλογα με το μζγεκοσ των 
μορίων που πρόκειται να διαχωριςτοφν κακορίηεται και το μζγεκοσ των πόρων του 
πθκτϊματοσ. Κατά τθν παραςκευι του πθκτϊματοσ πολυακρυλαμιδίου κακϊσ και 
κατά τθν προετοιμαςία του προσ διαχωριςμό δείγματοσ χρθςιμοποιοφνται κυρίωσ 
ιοντικά απορρυπαντικά (SDS) και αναγωγικοί παράγοντεσ, οι οποίοι δθμιουργοφν 
αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ (αναγωγι διςουλωιδικϊν δεςμϊν). Σο SDS αποδιατάςςει 
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τα μόρια των πρωτεϊνϊν μετά από κζρμανςθ, κακϊσ εξουδετερϊνει τουσ 
δευτερεφοντεσ δεςμοφσ και ςυνδζεται με τα πολυπεπτίδια με ςτακερό λόγο 
βάρουσ. Με τον τρόπο αυτό εξουδετερϊνεται το ωορτίο του πολυπεπτιδίου, κακϊσ  
το ενδογενζσ ωορτίο του μορίου είναι ελάχιςτο ςε ςφγκριςθ με το αρνθτικό ωορτίο 
του ςυνδεδεμζνου SDS. Ζτςι, θ κινθτικότθτα των πολυπεπτιδίων είναι αντιςτρόωωσ 
ανάλογθ προσ το μοριακό τουσ βάρουσ.  
΢τθν θλεκτροωόρθςθ πολυακρυλαμιδίου, οι πρωτεΐνεσ τοποκετοφνται 
αρχικά ςε πικτωμα χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε ακρυλαμίδιο (πικτωμα 
επιςτίβαξθσ, stacking gel), ενϊ ο διαχωριςμόσ πραγματοποιείται, αωοφ οι 
πρωτεΐνεσ περάςουν ςε πικτωμα υψθλισ περιεκτικότθτασ ςε ακρυλαμίδιο 
(πικτωμα διαχωριςμοφ, resolving gel). Σο πικτωμα επιςτίβαξθσ επιτρζπει τθ 
δθμιουργία μεγάλων πόρων, λόγω τθσ μικρισ ποςότθτασ ακρυλαμιδίου που 
περιζχει. Ζτςι, πολυπεπτίδια μικροφ και μεγάλου μοριακοφ βάρουσ μετατοπίηονται 
με τθν ίδια κινθτικότθτα και παρατάςςονται όλα μαηί ςε μια ιδεατι γραμμι, ςτο 
όριο των δυο πθκτωμάτων. ΢τθ ςυνζχεια, τα μόρια κινοφνται ςτο πικτωμα 
διαχωριςμοφ, δια μζςου πολφ μικρότερων πόρων, ανάλογα με το μοριακό τουσ 
βάροσ.  
΢τθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ Mini 
– Protean 3 (BIORAD, Θ.Π.Α.). 
 
Εικόνα 4.7 ΢υςκευι θλεκτροωόρθςθσ πρωτεϊνϊν που Mini-Protean 3 (Biorad, Θ.Π.Α.) 
 
 
 Ζνα ηεφγοσ γυάλινων πλακϊν κακαρίςτθκε με διάλυμα αικανόλθσ 70% v/v και 
εωαρμόςτθκε πάνω ςτθ ςυςκευι. Παραςκευάςτθκε το διάλυμα διαχωριςμοφ, το 
οποίο εκχφκθκε ανάμεςα ςτισ γυάλινεσ και αωζκθκε να πιξει για 30 περίπου 
λεπτά. ΢τθ ςυνζχεια, παραςκευάςτθκε και εκχφκθκε το πικτωμα επιςτίβαξθσ και 
τοποκετικθκε θ ειδικι «χτζνα».  Μετά τθν πιξθ του διαλφματοσ (30 λεπτά), οι 
πλάκεσ προςαρμόςτθκαν ςτθν ειδικι ςυςκευι θλεκτροωόρθςθσ και προςτζκθκαν 
400 – 500 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ SDS 1Χ ζωσ τθν χαραγι. Θ «χτζνα» 
αωαιρζκθκε και τα δείγματα ωορτϊκθκαν ςτισ οπζσ, που ςχθματίςτθκαν ςτο 
πικτωμα επιςτοίβαξθσ από τθν τοποκζτθςθσ τθσ «χτζνασ». ΢υγκεκριμζνα, ςε κάκε 
δείγμα όγκου 15 μl προςτζκθκαν 7 μL κατάλλθλου ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ και 
ακολοφκθςε βραςμόσ του μίγματοσ για 5 λεπτά. ΢το πικτωμα πολυακριλαμιδίου 
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εκτόσ από τα δείγματα, ωορτϊκθκαν 7 μL πρότυπου διαλφματοσ πρωτεϊνϊν 
γνωςτοφ μοριακοφ βάρουσ (Unstained Protein Molecular Weight Marker, 
Fermentas, ι Low Range Markers: sc-2360, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Σζλοσ, 
διαβιβάςτθκε ρεφμα 35mA/πικτωμα για μία ϊρα περίπου.  
 
Πίνακασ 4.14 Αναλογίεσ ςυςτατικϊν για τθν παραςκευι πθκτϊματοσ επιςτίβαξθσ 
και διαχωριςμοφ που χρθςιμοποιοφνται ςτθν θλεκτροωόρθςθ SDS – PAGE. 
 
ΡΗΚΤΩΜΑ ΕΡΙΣΤΟΙΒΑΞΗΣ (Stacking gel) 
4% 
ΡΗΚΤΩΜΑ ΔΙΑΧΩ΢ΙΣΜΟΥ (Resolving 
gel) 10% 
Υπερκάκαρο 
Νερό 
3,0 ml Τπερκάκαρο Νερό 4,6 ml 
0.25 M Tris/SDS 
0.2% (pH 6.8) 
 
3,75 ml 0.75 M Tris/SDS 
0.2% (pH 8.8) 
 
9,4 ml 
40%bis-acrylamide 
(30:1) 
 
0,75 ml 40% bis-acrylamide 
(30:1) 
 
4,7 ml 
TEMED 
 
20 μl TEMED 
 
30 μl 
APS 10% w/v 
 
60 μl APS 10% w/v 
 
90 μl 
 
 
4.19  Εμφάνιςθ των πρωτεϊνϊν ςτα πθκτϊματα των θλεκτροφοριςεων 
          Θ εμωάνιςθ των πρωτεϊνϊν ςτα πθκτϊματα των θλεκτροωοριςεων ζγινε με 
δφο τρόπουσ : με χρϊςθ με τθ χρωςτικι Coomassie Brilliant Blue G-250 και με 
χρϊςθ με άργυρο (silver straining). 
         Θ  πρϊτθ μζκοδοσ ςτθρίηεται ςτθν πρόςδεςθ τθσ χρωςτικισ ςε βαςικά και 
αρωματικά αμινοξικά κατάλοιπα και ειδικότερα ςε κατάλοιπα αργινίνθσ (Arg), με 
αποτζλεςμα τθν παραγωγι ζγχρωμου προϊόντοσ. Σο πικτωμα αμζςωσ μετά τθν 
θλεκτροωόρθςθ μεταωζρκθκε προςεκτικά ςε διάλυμα χρϊςθσ (Staining solution) 
Coomassie Brilliant Blue G-250 για 20 λεπτά και μετά εμβαπτίςτθκε ςε διάλυμα 
αποχρωματιςμοφ (destaining solution) μζχρι οι ηϊνεσ των πρωτεϊνϊν να γίνουν 
ευδιάκριτεσ. Κακ’ όλθ τθ διάρκεια χρωματιςμοφ – αποχρωματιςμοφ το πικτωμα 
ανακινοφταν ςε ειδικι ςυςκευι ανάδευςθσ Orbit LS, Labnet (Μεγάλθ Βρετανία). 
          Ζπειτα, για μεγαλφτερθ ακρίβεια, χρθςιμοποιικθκε και θ μζκοδοσ με χρϊςθ 
αργφρου (silver straining), εξαιτίασ τθσ υψθλισ ευαιςκθςίασ τθσ κατά τθν ανίχνευςθ 
των πρωτεϊνϊν. ΢τθ μζκοδο αυτι, οι πρωτεΐνεσ δεςμεφουν ιόντα αργφρου, και με 
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αυτόν τον τρόπο δθμιουργείται μια εικόνα από μζταλλα αργφρου λεπτότατα 
διαμεριςμζνα [Chevallet et al., 2006]. 
 
 
4.20 Ροςοτικόσ προςδιοριςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ  
 
O ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ των πρωτεϊνϊν ζγινε με τθ μζκοδο Bradford 
[Bradford, 1976]. Θ μζκοδοσ Bradford βαςίηεται ςτθν παρατιρθςθ ότι θ  όξινθ 
χρωςτικι Coomassie Brilliant Blue G-250 εμωανίηεται με δφο διαωορετικζσ 
ζγχρωμεσ μορωζσ, μια ερυκρι και μια κυανι [Bradford 1976]. Θ χρωςτικι  
Coomassie Brilliant Blue G-250 προςδζνεται ςτα βαςικά και ςτα αρωματικά 
αμινοξικά κατάλοιπα των πρωτεϊνϊν και ειδικότερα ςε κατάλοιπα αργινίνθσ. Κατά 
τθν πρόςδεςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτθ χρωςτικι, θ ερυκρι μορωι μετατρζπεται ςε 
κυανι, προκαλϊντασ μια μετατόπιςθ του μεγίςτου τθσ απορρόωθςθσ από τα 465 
nm ςτα 595 nm. Θ τιμι τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ προκφπτει από τθν τιμι 
απορρόωθςθσ του ςυμπλόκου πρωτεΐνθ - χρωςτικι ςτα 595 nm και τθ ςφγκριςθ 
τθσ μετροφμενθσ τιμισ με πρότυπθ καμπφλθ βακμονόμθςθσ. Θ πρότυπθ καμπφλθ 
καταςκευάηεται με χριςθ διαλυμάτων γνωςτϊν ςυγκεντρϊςεων, προςκικθ 
διαλφματοσ Bradford και μζτρθςθ τθσ απορρόωθςθσ ςτα 595 nm.  Με τθ μζκοδο 
αυτι μποροφν να ανιχνευκοφν ποςότθτεσ πρωτεΐνθσ από 1-20 μg. 
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4.21 Υπολογιςμόσ τθσ ποςότθτασ τθσ εμπορικισ λακκάςθσ lcc1 για αντιδράςεισ 
πολυμεριςμοφ 
      ΢τθν παροφςα εργαςία χρθςιμοποιικθκε θ εμπορικι λακκάςθ lcc1 από τον M. 
thermophila, όπωσ ζχει χαρακτθριςτεί και εκωραςτεί ετερόλογα ςτον Aspergillus 
oryzae από τον Berka και τουσ ςυνεργάτεσ του *Berka et al., 1997+. Με τθ χριςθ τθσ 
λακκάςθσ αυτισ πραγματοποιικθκαν διάωορεσ αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ. Αρχικά, 
ζγινε υπολογιςμόσ τθσ ποςότθτασ τθσ λακκάςθσ  (Unit/ml) που χρθςιμοποιικθκε, 
ςφμωωνα με τo υπόςτρωμα ABTS, θ δομι του οποίου παρουςιάηεται ςτθν 
παρακάτω εικόνα.  
 
 
 
 
Εικόνα 4.8  : Δομι τθσ χθμικισ ζνωςθσ ΑΒΣS  
 
Θ λακκάςθ ζχει τθ δυνατότθτα να οξειδϊνει το ABTS ςτο ζγχρωμο παράγωγό του 
που απορροωά ςτα 420nm. Χρθςιμοποιικθκε ο τφποσ Lambert-Beer : 
A=ε* b* C 
Όπου  
 
A = απορρόωθςθ προϊόντοσ  
ε = ςτακερά που εξαρτάται από τθν ουςία  
Για το ABTS είναι γνωςτό από τθ βιβλιογραωία, ε = 3.6 × 104 M–1 cm–1 
b = απόςταςθ διαδρομισ τθσ δζςμθσ ωωτόσ από τθν κυψελίδα 
C = ςυγκζντρωςθ προϊόντοσ 
  
Με τθ χριςθ του παραπάνω τφπου είναι εωικτό να γίνει αντιςτοίχιςθ τθσ 
απορρόωθςθσ ςτθ ςυγκζντρωςθ ζγχρωμου προϊόντοσ. Χρθςιμοποιϊντασ ζτςι το 
μζςο όρο των δφο μετριςεων, και αωαιρϊντασ από τθν τιμι απορρόωθςθσ του 
τυωλοφ, θ ποςότθτα τθσ λακκάςθσ υπολογίςτθκε ίςθ με 1.712.570 Unit/ml.  
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Εικόνα 4.9 : ΢χθματιςμόσ του ζγχρωμου προϊόντοσ μετά τθν οξείδωςθ του ΑΒΣS. ΢τθν 
εικόνα παρουςιάηονται αυξανόμενεσ ςυγκεντρϊςεισ τθσ οξειδωμζνθσ μορωισ του ABTS. Σο 
προϊόν απορροωά ςτα 420nm. 
 
 
 4.22 Αντιδράςεισ με κατεχόλθ 
 
      Πραγματοποιικθκαν αντιδράςεισ με εφροσ Unit [4,4-8900+. Πιο ςυγκεκριμζνα 
μελετικθκαν οι τιμζσ 4,4 -220 –440 – 2200 - 4400  - 8900 Unit. Για 4,4 και 220 Unit, 
βρζκθκε πωσ δε λαμβάνεται ίηθμα, ενϊ για 440 Unit λιωκθκε ίηθμα, όμωσ θ 
μζτρθςι του κακίςτατο αδφνατθ. Αντίκετα, για ποςότθτεσ ενηφμου από 2200 ζωσ 
8900 Unit, παραλαμβανόταν ίηθμα ςε μεγαλφτερεσ ποςότθτεσ και ιταν δυνατι θ 
μζτρθςθ του. Πιο ςυγκεκριμζνα, τα αποτελζςματα παρατίκεται ςτον παρακάτω 
πίνακα :  
 
 
Πίνακασ 4.15 : Πίνακασ αντιςτοίχθςθσ τθσ ποςότθτασ του ενηφμου με τισ ποςότθτεσ 
του ιηιματοσ  
Units ενηφμου Ροςότθτα ιηιματοσ (mg) 
2200 4,6 
4400 5,8 
8900 10,3 
 
΢φμωωνα με τα δεδομζνα του πίνακα, θ μεγαλφτερθ ποςότθτα ιηιματοσ λιωκθκε, 
όταν χρθςιμοποιικθκαν 8900 Units λακκάςθσ. Ωςτόςο, λόγω τθσ μθ γραμμικότθτασ 
τθσ ςχζςθσ ποςότθτασ ενηφμου-ποςότθτασ ιηιματοσ, επιλζχκθκε θ οικονομικι  
χριςθ των 2200 Unit λακκάςθσ για τθ διεξαγωγι των πειραμάτων. 
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Επομζνωσ, για τθ χριςθ των Unit, θ τυπικι αντίδραςθ που ζλαβε χϊρα ιταν θ εξισ : 
 
Όγκοσ αντίδραςθσ : V=25 ml 
Ρυκμιςτικό διάλυμα (Buffer) : CH3COONa pH =5 
Θερμοκραςία : 25°C, 200 rpm  
Ποςότθτα λακκάςθσ : x Unit/ml, όπου x οι διαωορετικζσ τιμζσ του ενηφμου  
Ποςότθτα κατεχόλθσ : 0,00625 g 
 
 
4.22.1Επίδραςθ του pH ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ  
 
Για τθν εξζταςθ τθσ επίδραςθσ του pH ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ, ζγιναν 
πειράματα με εφροσ pH από pH=3 ζωσ και pH=7. Πιο αναλυτικά, για pH 3-5, 
χρθςιμοποιικθκε ρυκμιςτικό διάλυμα Na2HPO4 και κιτρικό οξφ, ενϊ , για pH 6-7, 
χρθςιμοποιικθκε ρυκμιςτικό διάλυμα Na2HPO4 και Na2H2PO4. Θ τυπικι αντίδραςθ 
που πραγματοποιικθκε ιταν θ ακόλουκθ:   
 
 
Όγκοσ αντίδραςθσ : V=25 ml 
Θερμοκραςία : 45°C  
Ποςότθτα λακκάςθσ : 1,3 μl, τα οποία αντιςτοιχοφν ςε 2200 Unit/αντίδραςθ, 
δθλαδι 88 Unit/ml 
Ποςότθτα κατεχόλθσ : 0,00625 g 
200 rpm 
 
4.22.2 Επίδραςθ του χρόνου ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ 
 
Για τθν εξζταςθ τθσ επίδραςθσ του χρόνου ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ, ζγιναν 
πειράματα ςε τρεισ διαωορετικοφσ χρόνουσ.Πιο ςυγκεκριμζνα, πραγματοποιικθκαν 
πειράματα ςε χρόνο τρεισ, ζξι και εικοςιτζςςερισ ϊρεσ. Θ τυπικι αντίδραςθ ιταν θ 
ακόλουκθ:   
 
Όγκοσ αντίδραςθσ : V=25 ml 
Θερμοκραςία : 45°C, 200 rpm  
Ποςότθτα λακκάςθσ : 1,3 μl, τα οποία αντιςτοιχοφν ςε 2200 Unit/αντίδραςθ, 
δθλαδι 88 Unit/ml 
Ποςότθτα κατεχόλθσ : 0,00625 g 
Ρυκμιςτικό διάλυμα : Na2HPO4 - Na2H2PO4 
pH=6 
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4.22.3 Επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ 
 
 
Για τθν εξζταςθ τθσ επίδραςθσ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ, 
ζγιναν πειράματα ςε τζςςερισ διαωορετικζσ κερμοκραςίεσ. Πιο ςυγκεκριμζνα, 
πραγματοποιικθκαν πειράματα ςτισ κερμοκραςίεσ 30°C, 40°C, 50°C και 60°C. Θ 
τυπικι αντίδραςθ ιταν θ ακόλουκθ:   
 
Όγκοσ αντίδραςθσ : V=25 ml 
Ποςότθτα λακκάςθσ : 1,3 μl, τα οποία αντιςτοιχοφν ςε 2200 Unit/αντίδραςθ, 
δθλαδι 88 Unit/ml 
Ποςότθτα κατεχόλθσ : 0,00625 g 
Ρυκμιςτικό διάλυμα : Na2HPO4 - Na2H2PO4 
pH=6  
200 rpm  
 
 
4.23 Διαδικαςία απομόνωςθσ και μζτρθςθσ του πολυμεροφσ 
 
Σα βιματα που ζλαβαν χϊρα προκειμζνου να απομονωκεί και να μετρθκεί θ 
ποςότθτα του πολυμεροφσ ιταν τα ακόλουκα:  
 
1. Μεταωορά  10 ml του δείγματοσ ςε ςωλινα τφπου falcon. 
2. Φυγοκζντρθςθ ςυγκεκριμζνου όγκου αντίδραςθσ για 10 λεπτά. 
3. Επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ ςε νερό και μεταωορά ςε προηυγιςμζνο 
eppendorf 1,5 ml. 
4. Νζα ωυγοκζντρθςθ για 5 λεπτά και αωαίρεςθ του υπερκείμενου υγροφ με 
χριςθ πιπζτασ. 
5. Freeze drying του πολυμεροφσ με ςκοπό τθν εξάτμιςθ του διαλφτθ. 
6. Ηφγιςμα για τον τελικό υπολογιςμό τθσ ποςότθτασ. 
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4.24 Ζλεγχοσ για το ςχθματιςμό του πολυμεροφσ  
 
΢τθν παροφςα εργαςία, θ κατεχόλθ, θ πυρογαλλόλθ, το γαλλικό οξφ, θ κατεχίνθ, θ 
ανιλίνθ, θ υδροκινόνθ, θ κερςετίνθ και το καωεϊκό οξφ χρθςιμοποιικθκαν ωσ 
υποςτρϊματα για τθν παραγωγι πολυμερϊν, μζςω τθσ οξείδωςθσ καταλυόμενθσ 
με λακκάςθ. Οι μθχανιςμοί του πολυμεριςμοφ εκτιμικθκαν με βάςθ τισ μεκόδουσ 
τθσ υπεριϊδουσ και ορατισ ωαςματομετρίασ (UV–Vis) και  τθσ ωαςματομετρίασ IR 
μεταςχθματιςμοφ Fourier (FTIR).  
Με τθ μζκοδο UV-Vis μελετικθκε θ μοριακι αναδιοργάνωςθ των ωαινολικϊν 
ενϊςεων που καταλφονται με λακκάςθ μετά από διαωορετικζσ περιόδουσ επϊαςθσ. 
Παρακολουκικθκε το ωάςμα του κάκε διαλφματοσ και ερμθνεφτθκε από τθν UV-Vis 
ωαςματοωωτομετρία. Σο ωαινολικό διάλυμα που δε περιείχε λακκάςθ 
παρακολουκικθκε ωσ δείγμα αναωοράσ. Όςο αναωορά τθ ωαςματομετρια 
μεταςχθματιςμοφ Fourier (FTIR), αρχικά οι ωαινολικζσ ενϊςεισ λυοωιλιϊκθκαν και 
ζπειτα αναμίχκθκαν με μια μικρι ποςότθτα βρωμιοφχου καλίου (ΚBr) που 
χρθςιμοποιικθκε ωσ μιτρα. Κατόπιν, λιωκθκαν τα ωάςματα του μονομεροφσ και 
του πολυμεροφσ κάκε ωορά με τθ χριςθ του ωαςματόμετρου υπερφκρου (FT‐IR). 
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Αποτελέςματα  
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Κεφάλαιο 5. Αποτελέςματα – Συζήτηςη  
 
 
5.1 Ετερόλογθ ζκφραςθ  
 
5.1.1 Απομόνωςθ και ενίςχυςθ του γονιδίου Mtlac2063133 του M.thermophila με 
τθν τεχνικι τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ 
 
        Ζπειτα από τθν απομόνωςθ του ολικοφ DNA  του M. thermophila , ςφμωωνα με 
το πρωτόκολλο του εμπορικά διακζςιμου πακζτου GenElute ™ Plant, Genomic DNA 
Miniprep Kit τθσ εταιρίασ Sigma–Aldrich, το γονίδιο Mtlac2063133, το οποίο 
αποτελείται από τρία εξϊνια και δφο εςϊνια, ενιςχφκθκε ποςοτικά με τθν τεχνικι 
τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ. Οι εκκινθτζσ ςχεδιάςτθκαν με βάςθ τθν 
νουκλεοτιδικι αλλθλουχία που επρόκειτο να αντιγραωεί. Χρθςιμοποιικθκε το 
πρόγραμμα Oligo-Calc: Oligonucleotide Properties Calculator 
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Σα ςυςτατικά που 
ειςιχκθςαν ςτο μίγμα τθσ αντίδραςθσ, κακϊσ και οι ποςότθτεσ αυτϊν αναωζρονται 
ςτον πίνακα 4.2 (Τλικά- Μζκοδοι), ενϊ οι ςυνκικεσ κάτω από τισ οποίεσ ζλαβε 
χϊρα θ αντίδραςθ αναωζρονται ςτον πίνακα 4.3 (Τλικά-Μζκοδοι). Θ αντίδραςθ 
πραγματοποιικθκε ςε τελικό όγκο 50 ml με τθ χριςθ τθσ πολυμεράςθσ KOD Hot 
Start  (Novagen) που προζρχεται από τον οργανιςμό T. kodakarensis. Σο ςτάδιο τθσ 
πρόςδεςθσ και ςτακεροποίθςθσ των εκκινθτϊν (annealing) ζγινε ςτουσ 50οC και 
κακορίςτθκε από τθ κερμοκραςία τιξθσ (Tm) των ςυγκεκριμζνων ςυνκετικϊν 
ολιγονουκλεοτιδίων. Μετά το πζρασ των οριςκζντων κφκλων αντίδραςθσ, τα 
προϊόντα τθσ PCR ταυτοποιικθκαν με θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ  
περιεκτικότθτασ 1 % w/v. Σο δείγμα που υποβλικθκε ςε θλεκτροωόρθςθ περιείχε 5 
μL προϊόντα  τθσ PCR, 5 μL υπερκάκαρο νερό και 5 μL ρυκμιςτικό διάλυμα (loading 
buffer). Ζπειτα, το πικτωμα τοποκετικθκε ςε ςυςκευι εκπομπισ υπεριϊδουσ 
ακτινοβολίασ (UV) ϊςτε να μποροφν να διακρικοφν οι ηϊνεσ των τμθμάτων που 
διαχωρίςτθκαν. Ο προςδιοριςμόσ του μεγζκουσ των μορίων DNA ζγινε με τθ 
βοικεια του βαςικοφ δείκτθ μοριακϊν μεγεκϊν κλιμακοφμενου βιματοσ  
(Hyperladder™ I: 200 bp-10 kb, Bioline). 
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Εικόνα 5.1 : Θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% w/v για τθν ενίςχυςθ ολόκλθρου 
του γονιδίου Mtlac 2063133  
 
Σα αποτελζςματα τθσ αντίδραςθσ PCR κατζδειξαν μια ηϊνθ ανάμεςα ςτα 2000 και 
2500 ηεφγθ βάςεων, θ οποία αντιςτοιχεί ςτο γονίδιο Mtlac2063133 με μζγεκοσ 
2093 bp, όπωσ αυτό υποδεικνφεται από τθ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία του μορίου. 
Μετά τθν θλεκτροωόρθςθ, το τμιμα του πθκτϊματοσ που ζωερε τθν ενιςχυμζνθ 
ακολουκία κόπθκε και ακολοφκθςε απομόνωςθ τθσ αλλθλουχίασ από το πικτωμα 
με τθ βοικεια του τυποποιθμζνου πακζτου Nucleospin Gel Clean up kit.  
       Μετά τθν απομόνωςθ τθσ επικυμθτισ αλλθλουχίασ, ακολοφκθςε θ ζνκεςθ τθσ 
ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pCR® Blunt. Σα τμιματα του DNA που είναι προϊόντα τθσ 
αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ KOD Hot Start (Novagen) ωζρουν ιςοτελι 
άκρα, όπωσ και το πλαςμίδιο pCR® Blunt και θ ςυνζνωςι τουσ επιτυγχάνεται με τθ 
δράςθ του ενηφμου Σ4 DNA λιγάςθ. Θ αντίδραςθ ςυνζνωςθσ πραγματοποιικθκε ςε 
μοριακι αναλογία τμθμάτων DNA προσ τον πλαςμιδιακό ωορζα ίςθ με 1:10 και 
επωάςτθκε για δφο ϊρεσ ςτουσ  16°C. Μετά τθν κλωνοποίθςθ του γονιδίου, τα 
αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια pCR®-Blunt χρθςιμοποιικθκαν για να 
μεταςχθματίςουν βακτθριακά κφτταρα E.coli TOP10, τα οποία είχαν καταςτεί 
επιδεκτικά μετά από κατεργαςία με χριςθ χλωριοφχου αςβεςτίου. Ο 
μεταςχθματιςμόσ επιτεφχκθκε με ςφντομθ ζκκεςθ των κυττάρων ςε πολφ υψθλι 
κερμοκραςία (κερμικό ςοκ). Ζπειτα, τα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό 
μζςο LB παρουςία του αντιβιοτικοφ καναμικίνθ ςε τρυβλία Petri και επωάςτθκαν 
ςτουσ 37°C για 24 ϊρεσ. Από τισ αποικίεσ που αναπτφχκθκαν, επιλζχκθκαν 
οριςμζνεσ και χρθςιμοποιικθκαν για τον εμβολιαςμό 5 mL υγρoφ κρεπτικοφ μζςου 
LB παρουςία καναμυκίνθσ. Ακολοφκθςε επϊαςθ υπό ανάδευςθ (200rpm) ςτουσ 
37οC για 24 ϊρεσ. Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ τα βακτθριακά κφτταρα 
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απομακρφνκθκαν με ωυγοκζντρθςθ και ακολοφκθςε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ 
DNA με το GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermantas).  ΢τθ ςυνζχεια, δείγμα 
κακαροφ πλαςμιδιακοφ DNA όγκου 10 μL ςτάλκθκε ςτθν εταιρεία VBC – Biotech 
Services GmbH (Αυςτρία) για ανάλυςθ τθσ νουκλεοτιδικισ του αλλθλουχίασ. 
Πραγματοποιικθκε ςφγκριςθ τθσ αλλθλουχίασ του γονιδίου που παραλιωκθκε με 
αυτι του wild type γονιδίου (Παράρτθμα).  
       Αωοφ ταυτοποιικθκε θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία, χρθςιμοποιικθκε θ τεχνικι 
τθσ Αλυςιδωτισ Αντίδραςθσ Πολυμεράςθσ Επικάλυψθσ/ Επζκταςθσ (Overlap 
extension polymerase chain reaction), ζτςι ϊςτε να παραχκεί το γονίδιο που κα 
αποτελείται μόνο από τισ κωδικοποιοφςεσ αλλθλουχίεσ, διότι ςτο γονίδιο 
Mtlac2063133, οι τρεισ κωδικοποιοφςεσ αλλθλουχίεσ (εξϊνια), διακόπτονται από 
δφο μθ κωδικοποιοφςεσ (εςϊνια). Αρχικά, τα τρία εξϊνια ενιςχφκθκαν ποςοτικά με 
τρεισ διαωορετικζσ αντιδράςεισ PCR. Σα ςυςτατικά που ειςιχκθςαν ςτο μίγμα κάκε 
αντίδραςθσ, κακϊσ και οι ποςότθτεσ αυτϊν αναωζρονται ςτον πίνακα 4.4 (Τλικά- 
Μζκοδοι), ενϊ οι ςυνκικεσ κάτω από τισ οποίεσ ζλαβαν χϊρα οι αντιδράςεισ 
αναωζρονται ςτον πίνακεσ 4.5 και 4.6 (Τλικά- Μζκοδοι). Σο ςτάδιο τθσ πρόςδεςθσ 
και ςτακεροποίθςθσ των εκκινθτϊν (annealing) ζγινε ςτουσ 50οC για τα εξϊνια 1 και 
3 μεγζκουσ 221 bp και 201 bp αντίςτοιχα, ενϊ για το εξϊνιο 2, μεγζκουσ 1514 bp, 
ζγινε ςτουσ 51οC. Μετά το πζρασ 35 κφκλων αντίδραςθσ, τα προϊόντα τθσ PCR 
ταυτοποιικθκαν με θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ  περιεκτικότθτασ 1 % 
w/v. Κάκε δείγμα που υποβλικθκε ςε θλεκτροωόρθςθ περιείχε 5 μL προϊόν τθσ 
PCR, 5 μL υπερκάκαρο νερό και 5 μL ρυκμιςτικό διάλυμα (loading buffer). Σο 
αποτζλεςμα τθσ θλεκτροωόρθςθσ παρουςιάηεται ςτθν εικόνα που ακολουκεί :  
 
 
 
                                                           1         3            2 
 
Εικόνα 5.2 : Θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% w/v για τθν ενίςχυςθ των τριϊν 
εξωνίων του γονιδίου Mtlac 2063133. Θ κζςθ ςτθ ηϊνθ 1 αντιςτοιχεί ςτο προϊόν τθσ PCR για 
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τθν επαφξθςθ του εξωνίου μικουσ 221 bp, θ κζςθ ςτθ ηϊνθ 3 αντιςτοιχεί ςτο προϊόν τθσ 
PCR για τθν επαφξθςθ του εξωνίου μικουσ 201 bp και θ κζςθ ςτθ ηϊνθ 2 αντιςτοιχεί ςτο 
προϊόν τθσ PCR για τθν επαφξθςθ του εξωνίου μικουσ 1514 bp.  
 
 
Μετά τθν θλεκτροωόρθςθ ακολοφκθςε απομόνωςθ των αντίςτοιχων ηωνϊν που 
ωζρουν τα τρία εξϊνια από το πικτωμα με τθ βοικεια του τυποποιθμζνου πακζτου 
Nucleospin Gel Clean up kit. ΢τθ ςυνζχεια, οι τρεισ αυτζσ νουκλεοτιδικζσ 
αλλθλουχίεσ υποβλικθκαν ςτθν Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ Επικάλυψθσ/ 
Επζκταςθσ *Topakas et al., 2011+. Ωσ εκκινθτζσ χρθςιμοποιικθκαν τα μόρια 
MtLac2063133e1R, MtLac2063133e2F, MtLac2063133e2R και MtLac2063133e3F. Σα 
ςυςτατικά που ειςιχκθςαν ςτο μίγμα τθσ αντίδραςθσ, κακϊσ και οι ποςότθτεσ 
αυτϊν αναωζρονται ςτον πίνακα 4.7 (Τλικά-Μζκοδοι), ενϊ οι ςυνκικεσ κάτω από 
τισ οποίεσ ζλαβε χϊρα θ αντίδραςθ αναωζρονται ςτον πίνακα 4.8 (Τλικά- Μζκοδοι). 
Θ κερμοκραςία του ςταδίου υβριδοποίθςθσ των εκκινθτϊν ρυκμίςτθκε ςτουσ 58°C 
και ορίςτθκαν 35 κφκλοι αντίδραςθσ. Μετά το πζρασ των οριςκζντων  κφκλων τθσ  
αντίδραςθσ, τα προϊόντα τθσ PCR ταυτοποιικθκαν με θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα 
αγαρόηθσ  περιεκτικότθτασ 1 % w/v. 
 
 
 
 
 
                                                                    2       1 
Εικόνα 5.3 : Θ κζςθ ςτθ ηϊνθ 1 αντιςτοιχεί ςτο προϊόν τθσ PCR για τθν ενίςχυςθ του 
γονιδίου μαηί με τα εςϊνια, ενϊ θ κζςθ ςτθ ηϊνθ 2 αντιςτοιχεί ςτο προϊόν τθσ OE-PCR, το 
οποίο ζχει μικοσ 1936 bp, που ιςοφται με το άκροιςμα του μικουσ των τριϊν εξωνίων του 
γονιδίου. 
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Μετά τθν θλεκτροωόρθςθ αποκόπθκε το τμιμα του πθκτϊματοσ που ζωερε τθ 
ηϊνθ, θ οποία αντιςτοιχοφςε ςτο επικυμθτό προϊόν και ακολοφκθςε απομόνωςθ 
τθσ αλλθλουχίασ με τθ βοικεια του τυποποιθμζνου πακζτου Nucleospin Gel Clean 
up kit. 
 
 
5.1.2 Ζνκεςθ του γονιδίου ςτον πλαςμιδιακό φορζα pCR® Blunt και 
μεταςχθματιςμόσ βακτθριακϊν κυττάρων E.coli  
 
Αωοφ απομονϊκθκε θ επικυμθτι αλλθλουχία, ακολοφκθςε θ ςυνζνωςι 
τθσ με το πλαςμίδιο pCR® Blunt. ΢υγκεκριμζνοσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ ςυνζνωςθσ 
χρθςιμοποιικθκε για το μεταςχθματιςμό των κυττάρων E.coli. Ο μεταςχθματιςμόσ 
πραγματοποιικθκε με διαδικαςία ςφντομθσ ζκκεςθσ ςε πολφ υψθλι κερμοκραςία 
(κερμικό ςοκ). Σα μεταςχθματιςμζνα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό 
μζςο LB ςε τριβλία Petri παρουςία κατάλλθλου αντιβιοτικοφ (50 μg/mL καναμυκίνθ) 
και επωάςτθκαν για 24 ϊρεσ ςτουσ 37° C. Από τισ αποικίεσ που αναπτφχκθκαν, 
επιλζχκθκαν τζςςερισ και μεταωζρκθκαν ςε 5 mL υγρoφ κρεπτικοφ μζςου LB 
παρουςία καναμυκίνθσ. Ζπειτα,  επωάςτθκαν υπό ανάδευςθ (200rpm) ςτουσ 37° C. 
Μετά το τζλοσ τθσ επϊαςθσ τα βακτθριακά κφτταρα απομακρφνκθκαν με 
ωυγοκζντρθςθ και ακολοφκθςε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA με το 
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermantas). Σο αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο 
εκτζκθκε ςε πζψθ από τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI και XbaI και ακολοφκθςε 
θλεκτροωόρθςθ των προϊόντων τθσ πζψθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ. Μετά τθν 
θλεκτροωόρθςθ, δείγμα κακαροφ πλαςμιδιακοφ DNA όγκου ςτάλκθκε ςτθν 
εταιρεία VBC – Biotech Services GmbH για ανάλυςθ τθσ νουκλεοτιδικισ 
αλλθλουχίασ του DNA. 
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Εικόνα 5.4: Θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% w/v των προϊόντων πζψθσ του 
αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου pCR®-Blunt με τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI/ XbaI ςε 
πικτωμα. Οι ηϊνεσ ςτα δείγματα αντιπροςωπεφουν: 3θ κζςθ το γονίδιο με τα εςϊνια (2093 
bp) και το πλαςμίδιο (3600 bp), 4θ κζςθ το γονίδιο χωρίσ εςϊνια (1936 bp) και το πλαςμίδιο 
(3600 bp).  
 
 
 
      Αωοφ επιβεβαιϊκθκε ότι θ απομονωκείςα αλλθλουχία είναι θ επικυμθτι, ζγινε 
πολλαπλαςιαςμόσ του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου με μεταςχθματιςμό 
βακτθριακϊν κυττάρων E.coli TOP10. Ακολοφκθςε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ 
DNA με το GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit, πζψθ με τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI 
και XbaI και θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ. Σζλοσ, το τμιμα του 
πθκτϊματοσ που περιείχε το γονίδιο κόπθκε και κακαρίςτθκε ςφμωωνα με το 
πρωτόκολλο του τυποποιθμζνου πακζτου Nucleospin Gel Clean up kit. 
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5.1.3  Ζνκεςθ του γονιδίου ςτον πλαςμιδιακό φορζα pPICZaΑ και 
μεταςχθματιςμόσ κυττάρων E.coli  
 
    Θ αλλθλουχία του Mtlac2063133 γονιδίου που προζκυψε από τθ δράςθ των 
περιοριςτικϊν ενηφμων EcoRI / XbaI ζωερε μονόκλωνα κολλϊδθ άκρα (sticky ends) 
και κλωνοποιικθκε ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pPICZαA (Invitrogen) που ωζρει 
αντίςτοιχα ςυμπλθρωματικά άκρα. Πραγματοποιικθκαν δφο αντιδράςεισ 
ςυνζνωςθσ με λιγάςθ ςε διάωορετικζσ μοριακζσ αναλογίεσ τμθμάτων DNA προσ τον 
πλαςμιδιακό ωορζα (1:3, 1:7). Επίςθσ, πραγματοποιικθκαν και δφο αντιδράςεισ 
ελζγχου.  To αναςυνδυαςμζνo πλαςμίδιo ειςιχκθ ςε βακτθριακά κφτταρα E.coli, τα 
οποία είχαν καταςτεί επιδεκτικά μετά από κατεργαςία με χριςθ χλωριοφχου 
αςβεςτίου. ΢ε 100μL κυττάρων προςτζκθκαν 5 μL πλαςμιδίου και ο 
μεταςχθματιςμόσ πραγματοποιικθκε με διαδικαςία ςφντομθσ ζκκεςθσ ςε πολφ 
υψθλι κερμοκραςία (κερμικό ςοκ). Ζπειτα, τα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό 
κρεπτικό μζςο LS-LB ςε τρυβλίο Petri, παρουςία κατάλλθλου αντιβιοτικοφ (25 
μg/mL ηεοςίνθ) για τθν επιλογι των αναςυνδυαςμζνων αποικιϊν. ΢τθ ςυνζχεια, 
λιωκθκαν μεμονωμζνεσ αποικίεσ για τον εμβολιαςμό 5 mL υγρoφ κρεπτικοφ μζςου 
LS-LB παρουςία ηεοςίνθσ. Οι καλλιζργειεσ επωάςτθκαν υπό ανάδευςθ (200rpm), 
ςτουσ 37°C. Μετά το πζρασ τθσ επϊαςθσ, τα βακτθριακά κφτταρα απομακρφνκθκαν 
με ωυγοκζντρθςθ και ακολοφκθςε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ DNA με το 
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Σζλοσ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ τθσ επιτυχίασ 
του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου μζςω πζψθσ  με τα περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI 
και XbaI και θλεκτροωόρθςθ των προϊόντων τθσ πζψθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 
περιεκτικότθτασ 1% w/v. ΢τθ ςυνζχεια, το πλαςμίδιο ειςιχκθ ςε βακτθριακά 
ςτελζχθ E.coli TOP10 προσ πολλαπλαςιαςμό. Ο μεταςχθματιςμόσ 
πραγματοποιικθκε με διαδικαςία ςφντομθσ ζκκεςθσ ςε πολφ υψθλι κερμοκραςία 
(κερμικό ςοκ). Σα κφτταρα επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό μζςο LS-LB, και 
κατόπιν επιλζχκθκαν οριςμζνεσ αναςυνδυαςμζνεσ αποικίεσ για τον εμβολιαςμό 5 
mL υγρoφ κρεπτικοφ μζςου LS-LB παρουςία ηεοςίνθσ. Οι καλλιζργειεσ επωάςτθκαν 
υπό ανάδευςθ (200rpm) ςτουσ 37°C. Μετά το πζρασ τθσ επϊαςθσ, τα βακτθριακά 
κφτταρα απομακρφνκθκαν με ωυγοκζντρθςθ και ακολοφκθςε απομόνωςθ του 
πλαςμιδιακοφ DNA με το GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Σζλοσ, πραγματοποιικθκε 
ζλεγχοσ τθσ επιτυχίασ του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου μζςω πζψθσ με τα 
περιοριςτικά ζνηυμα EcoRI/XbaI  και θλεκτροωόρθςθ των προϊόντων τθσ πζψθσ ςε 
πικτωμα  αγαρόηθσ 1% w/v. 
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5.1.4  Γραμμικοποίθςθ του πλαςμιδίου pPICZaΑ και μεταςχθματιςμόσ 
ευκαρυωτικϊν κυττάρων P.pastoris  
 
     Πριν τθν ειςαγωγι τουσ ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα P.pastoris, τα 
αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια που ζωεραν το γονίδιο, ζπρεπε να μετατραποφν ςε 
γραμμικά μόρια. Θ γραμμικοποίθςθ του κυκλικοφ DNA πραγματοποιικθκε με τθ 
βοικεια του ενηφμου PmeI. ΢το μίγμα τθσ αντίδραςθσ προςτζκθκαν 70 μl 
πλαςμιδιακοφ DNA. Μετά τθν αντίδραςθ ακολοφκθςε θλεκτροωόρθςθ των 
προϊόντων τθσ πζψθσ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% w/v και απομόνωςθ του 
γραμμικοποιθμζνου πλαςμιδίου με τθ βοικεια του τυποποιθμζνου πακζτου 
Nucleospin Gel Clean up kit. Ωςτόςο, ςτο τελευταίο ςτάδιο κακαριςμοφ ζγινε 
προςκικθ αποςτειρωμζνου υπερκάκαρου νεροφ για τθν ζκλουςθ του DNA από τθ 
ςτιλθ και όχι του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ζκλουςθσ, όπωσ προβλζπεται από το 
πρωτόκολλο. Θ διαωοροποίθςθ αυτι κρίκθκε απαραίτθτθ, διότι το κακαρό 
πλαςμιδιακό DNA ζπρεπε να είναι απαλλαγμζνο από άλατα, κακϊσ κα 
χρθςιμοποιοφνταν για το μεταςχθματιςμό των κυττάρων τθσ ηφμθσ P.Pastoris με τθ 
διαδικαςία τθσ θλεκτροδιάτρθςθσ.  
 
 
 
 Εικόνα 5.5 : Θλεκτροωόρθςθ ςε πικτωμα αγαρόηθσ 1% w/v των προϊόντων τθσ αντίδραςθσ 
τθσ πζψθσ του αναςυνδυαςμζνου πλαςμιδίου pPICZαΑ με το περιοριςτικό ζνηυμο PmeI. Θ 
ηϊνθ αντιπροςωπεφει το γραμμικοποιθμζνο πλαςμίδιο (3600 bp) και το γονίδιο (1936 bp).  
 
 
    Σα κφτταρα του ωυςικοφ ςτελζχουσ Χ33 αναπτφχκθκαν ςε κρεπτικό υλικό YPD και 
προετοιμάςτθκαν κατάλλθλα για να καταςτοφν επιδεκτικά. ΢τθ ςυνζχεια, 
εναιϊρθμα επιδεκτικϊν κυττάρων X33 αναμείχκθκε με γραμμικό αναςυνδυαςμζνο 
πλαςμίδιο pPICZαΑ και ακολοφκθςε μεταςχθματιςμόσ με θλεκτροδιάτρθςθ. Μετά 
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τθν εωαρμογι θλεκτρικοφ παλμοφ προςτζκθκε άμεςα ςορβιτόλθ, μια διαλυτι 
ουςία, θ οποία ςυμβάλλει ςτθ διατιρθςθ τθσ δομικισ ακεραιότθτασ τθσ κυτταρικισ 
μεμβράνθσ, και ςυνεπϊσ ςυμβάλλει ςτθν αφξθςθ του ποςοςτοφ βιωςιμότθτασ των 
κυττάρων.  ΢τθ ςυνζχεια, τα κφτταρα επωάςτθκαν ςτουσ 30°C για δφο ϊρεσ και 
επιςτρϊκθκαν ςε ςτερεό κρεπτικό υλικό YPDS παρουςία ηεοςίνθσ. Ακολοφκθςε 
επϊαςθ ςτουσ 30°C. Θ ανάπτυξθ ςτο κρεπτικό μζςο ιταν δυνατι μόνο για  κφτταρα 
που είχαν προςλάβει το πλαςμίδιο, κακϊσ ο πλαςμίδιο ζωερε δείκτθ 
ανκεκτικότθτασ ςτο αντιβιοτικό ηεοςίνθ.  
   Μετά το πζρασ 3-4 θμερϊν, επιβεβαιϊκθκε  θ φπαρξθ του πλαςμιδίου, και 
πραγματοποιικθκε ο ζλεγχοσ ωαινοτφπων. Ο ζλεγχοσ ζγινε με ανάπτυξθ ςε 
κρεπτικό υλικό ΜD και MM. Θεωρθτικά οι μεταςχθματιςμζνοι κλϊνοι που 
απομονϊκθκαν κα παρουςίαηαν ωυςιολογικι ανάπτυξθ ςτα τρυβλία ΜD και 
παραγωγι ενεργοφ ενηφμου ςτα τρυβλία ΜΜ. Και ςτα δφο τρυβλία παρουςιάςτθκε 
ανάπτυξθ τθσ P. pastoris, ωςτόςο δεν παρουςιάςτθκε ενεργότθτα τθσ παραγόμενθσ 
λακκάςθσ ςτο τρυβλίο MM. 
 
5.1.5  Μελζτθ τθσ ζκφραςθσ του γονιδίου Mtlac2063133 ςε καλλιζργειεσ μικρισ 
κλίμακασ  
 
Για τθ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου από τα μεταςχθματιςμζνα ςτελζχθ 
P.pastoris, τα κφτταρα καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό υλικό με  γλυκερόλθ ωσ πθγι 
άνκρακα (Buffered Complex Glycerol Medium, BMGY). Θ γλυκερόλθ, αν και 
καταςτζλλει τθ δράςθ του υποκινθτι τθσ αλκοολικισ οξειδάςθσ (ΑΟΧ1), και 
επομζνωσ και τθν ζκωραςθ του γονιδίου, ευνοεί τθν ανάπτυξθ τθσ βιομάηασ. Μετά 
από επϊαςθ 24 ωρϊν, ζγινε λιψθ ςυγκεκριμζνου όγκου καλλιζργειασ, ζτςι ϊςτε 
μετά από ωυγοκζντρθςθ και επαναιϊρθςθ των κυττάρων ςε 50 mL κρεπτικοφ 
υλικοφ ΒΜΜY (Buffered Complex Methanol Medium), το εναιϊρθμα να είχε οπτικι 
πυκνότθτα ςτα 600 nm (OD600nm) ίςθ με τθ μονάδα. Θ παρουςία τθσ μεκανόλθσ 
ςτο κρεπτικό μζςο επάγει τθν ζκωραςθ του γονιδίου Mtlac2063133. Θ καλλιζργεια 
επωάςτθκε για ζξι μζρεσ και κάκε 24 ϊρεσ προςτίκετο μεκανόλθ και  λαμβανόταν 
δείγμα, ςτο οποίο μετροφταν θ οπτικι απορρόωθςθ ςτα  600 nm, κακϊσ και θ 
ενεργότθτα του ενηφμου. Θ οπτικι απορρόωθςθ (οπτικι πυκνότθτα OD600nm)  
μετροφταν με ςκοπό τθ μελζτθ των επιπζδων τθσ παραγόμενθσ βιομάηασ. Θ 
μζτρθςθ τθσ ενεργότθτασ ζγινε με τθ μζκοδο ABTS, ωςτόςο δεν ανιχνεφτθκε 
ενηυμικι ενεργότθτα τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ με το ςυγκεκριμζνο 
υπόςτρωμα.  Παρόλα αυτά, επιχειρικθκε απομόνωςθ τθσ  πρωτεΐνθσ, και κατόπιν 
ελζγχκθκε το μοριακό βάροσ τθσ με θλεκτροωόρθςθ SDS – PAGE ςε πικτωμα 
πολυακρυλαμίδθσ.  
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5.1.6 Απομόνωςθ και κακαριςμόσ τθσ πρωτεΐνθσ 
Με ςκοπό τθν απομόνωςθ τθσ επικυμθτισ πρωτεΐνθσ, θ καλλιζργεια μεταωζρκθκε 
ςε ςωλινεσ τφπου falcon. Μζςω ωυγοκζντρθςθσ, απομακρφνκθκε το κυτταρικό 
υλικό και λιωκθκε το υπερκείμενο υγρό των καλλιεργειϊν. ΢τθ ςυνζχεια, το 
υπερκείμενο διθκικθκε με τθ βοικεια διθκθτικοφ χαρτιοφ, και ζπειτα διθκικθκε 
υπό κενό με ωίλτρα διαμζτρου πόρων 0.8 μm και 0.2 μm, προκειμζνου να 
απομακρυνκοφν πικανά κυτταρικά κραφςματα. Από τισ διαδοχικζσ διθκιςεισ 
λιωκθκαν διαυγι διαλφματα, τα οποία ςυμπυκνϊκθκαν με τθ χριςθ ςυςκευισ 
υπερδιικθςθσ Stirred Cell Model 8400, μζχρι τελικοφ όγκου 10 ml. Σο ςυμπφκνωμα 
υποβλικθκε ςε εξιςορρόπθςθ με ρυκμιςτικό διάλυμα Talon με τθ μζκοδο τθσ 
διαπίδυςθσ. Χρθςιμοποιικθκαν ειδικζσ μεμβράνεσ που επιτρζπουν τθ μεταωορά 
του διαλφτθ, αλλά όχι τθσ πρωτεΐνθσ. Κατόπιν, επιχειρικθκε απομόνωςθ τθσ 
πρωτεΐνθσ με τθ βοικεια τθσ ςτιλθσ Talon® Metal Affinity Resin. ΢τθ ςτιλθ αυτι, τα 
ιόντα κοβαλτίου που είναι ακινθτοποιθμζνα, αλλθλεπιδροφν και ςχθματίηουν 
δεςμοφσ με τα ζξι αμινοξικά κατάλοιπα ιςτιδίνθσ που ωζρει θ πρωτεΐνθ. Με αυτόν 
τον τρόπο επιτυγχάνεται θ πρόςδεςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτθ ςτιλθ. Για τθν ζκλουςθ τθσ 
πρωτεΐνθσ από τθ ςτιλθ χρθςιμοποιικθκε διάλυμα ιμιδαηολίου, το οποίο δρα 
ανταγωνιςτικά με τα κατάλοιπα ιςτιδίνθσ για τθν πρόςδεςθ ςτα ιόντα κοβαλτίου. 
Λόγω πικανοφ προβλιματοσ ςτθ ςτιλθ, θ πρωτεΐνθ δεν ιταν δυνατό να 
απομονωκεί. Παρόλα αυτά, το δείγμα θλεκτροωορικθκε ςε πικτωμα 
πολυακριλαμιδίου.  
 
 
Εικόνα 5.6 : Θλεκτροωόρθςθ τθσ αναςυνδυαςμζνθσ πρωτεΐνθσ ςε πικτωμα 
πολυακρυλαμίδθσ 
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Σα αποτελζςματα τθσ θλεκτροωόρθςθσ κατζδειξαν τθν φπαρξθ πρωτεΐνθσ,  θ οποία 
ζχει μοριακό βάροσ περίπου 100 kDa. Θεωρθτικά το μζγεκοσ τθσ πρωτεΐνθσ κα ιταν 
περίπου 82 kDa, ωςτόςο θ αφξθςθ του μοριακοφ βάρουσ που παρατθρείται 
οωείλεται ςτθν υπεργλυκοηυλίωςθ από τθν P.pastoris.  
 
 
 
5.2 Χριςθ τθσ εμπορικισ λακκάςθσ lcc1 ςε αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ 
 
΢τθν παροφςα εργαςία, εκτόσ από τθν κλωνοποίθςθ και τθν ετερόλογθ ζκωραςθ 
του γονιδίου που κωδικοποιεί μια καινοτόμα λακκάςθ, εξετάςτθκε και θ χριςθ τθσ 
εμπορικισ λακκάςθσ ςε αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ μιασ, με ςκοπό τθ 
βιοτεχνολογικι τθσ αξιολόγθςθ. Πιο ςυγκεκριμζνα, μελετικθκε θ αντίδραςθ του 
πολυμεριςμοφ του μορίου τθσ κατεχόλθσ καταλυόμενθ με το ςυγκεκριμζνο ζνηυμο, 
κακϊσ και θ επίδραςθ του pH, του χρόνου και τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ενεργότθτα 
τθσ λακκάςθσ. Μελετικθκε ακόμα και ο πολυμεριςμόσ οριςμζνων άλλων 
αρωματικϊν ενϊςεων, όπωσ τθσ πυρογαλλόλθσ, του γαλλικοφ οξζοσ, τθσ ανιλίνθσ, 
τθσ κερςετίνθσ, τθσ υδροκινόνθσ και του καωεϊκοφ οξζοσ.  
 
      
5.2.1 Επίδραςθ του pH ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ  
 
Εξετάςτθκε ζνα εφροσ pH από 3 ζωσ 7, και μετά τθ διεξαγωγι των αντιδράςεων, 
προζκυψαν τα εξισ αποτελζςματα που αναωζρονται ςτον πίνακα.  
 
Πίνακασ 5.1 : Σιμζσ pH, ιηιματοσ και τυπικζσ αποκλίςεισ  
 
pH mg/ml Τυπικι απόκλιςθ (SD) 
3 0,025 0,000495 
4 0,07857 0,000424 
5 0,25357 0,000919 
6 0,675 0,001909 
 
Ζτςι, με βάςθ τα δεδομζνα του πίνακα 5.1, καταςκευάςτθκε το ακόλουκο 
διάγραμμα, το οποίο παρουςιάηει τθν ποςότθτα του ιηιματοσ που παράγεται από 
τθν αντίδραςθ ςυναρτιςει του pH.  
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Διάγραμμα 5.1  : Διάγραμμα του pH ςυναρτιςει τθσ ποςότθτασ ιηιματοσ κατεχόλθσ ςε 
mg/ml 
 
 Όπωσ ωαίνεται ξεκάκαρα ςτο παραπάνω διάγραμμα, το βζλτιςτο pH ενεργότθτασ 
τθσ λακκάςθσ είναι το pH 6, αποτζλεςμα, το οποίο ςυμωωνεί με αυτό του Berka και 
των ςυνεργατϊν του *Berka et al., 1997].  ΢τθν ζρευνα αυτι, μελετικθκε θ 
δραςτικότθτα τθσ λακκάςθσ ςυναρτιςει του pH με υποςτρϊματα το ABTS και τθ 
ςυριγκαλδαηίνθ. Και με τα δφο αυτά υποςτρϊματα, ιταν ωανερό πωσ το βζλτιςτο 
pH για τθ δραςτικότθτα τθσ λακκάςθσ ιςοφται με pH 6 [Berka et al., 1997]. ΢υνεπϊσ, 
όταν το ζνηυμο λειτουργεί ςε pH 6, ζχει τθ δυνατότθτα να μετατρζψει περιςςότερθ 
ποςότθτα προϊόντοσ, με αποτζλεςμα να παράγεται μεγαλφτερθ ποςότθτα 
πολυμεροφσ.  
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5.2.2 Επίδραςθ του χρόνου ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ  
 
 
Μετά τθ διεξαγωγι τθσ αντίδραςθσ ςε τρεισ διαωορετικοφσ χρόνουσ (τρεισ, ζξι και 
εικοςιτζςςερισ ϊρεσ), προζκυψαν τα εξισ αποτελζςματα που αναωζρονται ςτον 
πίνακα 5.2. 
 
 
Πίνακασ 5.2 : Χρόνοσ , ποςότθτα ιηιματοσ και τυπικζσ αποκλίςεισ  
 
Χρόνοσ (hour) Ροςότθτα ιηιματοσ (mg) Τυπικι απόκλιςθ (SD) 
3 2,2 0,0001414 
6 2,9 0,0004243 
24 4,3 0,0006364 
 
 
Ζτςι, με βάςθ τα δεδομζνα του πίνακα 5.2, καταςκευάςτθκε το ακόλουκο 
διάγραμμα, το οποίο παρουςιάηει τθν ποςότθτα του ιηιματοσ που παράγεται από 
τθν αντίδραςθ ςυναρτιςει του χρόνου.  
 
 
Διάγραμμα 5.2 : Διάγραμμα χρόνου αντίδραςθσ ςυναρτιςει των ποςοτιτων ιηιματοσ τθσ 
κατεχόλθσ  
 
 
Είναι ωανερό από το διάγραμμα πωσ πλθςιάηει ςε ζνα πλατό ςτισ 24 ϊρεσ, ενϊ πριν 
από αυτό το ςθμείο δεν υπάρχει μεγάλθ παραγωγι του προϊόντοσ. ΢υνεπϊσ, 
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διατθρείται ο χρόνοσ των 24 ωρϊν αντίδραςθσ ωσ ο βζλτιςτοσ χρόνοσ για τθν 
ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ. 
 
 
 
 
5.2.3 Επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ  
 
 
Για τθν εξζταςθ τθσ επίδραςθσ τθσ κερμοκραςίασ ςτθν ενεργότθτα τθσ λακκάςθσ, 
ζγιναν πειράματα ςε τζςςερισ διαωορετικζσ κερμοκραςίεσ (30°C, 40°C, 50°C και 
60°C). Σα αποτελζςματα που προζκυψαν παρουςιάηονται ςτον ακόλουκο πίνακα. 
 
 
Πίνακασ 5.3 : Θερμοκραςία , ποςότθτα ιηιματοσ και τυπικζσ αποκλίςεισ  
Θερμοκραςία(°C) Ροςότθτα ιηιματοσ (mg) Τυπικι απόκλιςθ (SD) 
30 0,85 0,000636 
40 0,25 0,000636 
50 0,1 0 
60 0,2 0,000283 
 
Ζτςι, με βάςθ τα δεδομζνα του πίνακα 5.3, καταςκευάςτθκε το ακόλουκο 
διάγραμμα, το οποίο παρουςιάηει τθν ποςότθτα του ιηιματοσ που παράγεται από 
τθν αντίδραςθ ςυναρτιςει τθσ κερμοκραςίασ .  
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Διάγραμμα 5.3  : Διάγραμμα κερμοκραςίασ ςυναρτιςει τθσ ποςότθτασ ιηιματοσ κατεχόλθσ  
 
Από το διάγραμμα παρατθρείται πωσ ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ (30°C) το ζνηυμο 
παραμζνει ενεργό για περιςςότερθ ϊρα, ςυνεπϊσ παράγει περιςςότερο προϊόν. 
Αντίκετα, ςτουσ 40°C και 50°C, ωαίνεται πωσ το ζνηυμο καταςτρζωεται και δε 
μπορεί να καταλφςει τθν αντίδραςθ πολυμεριςμοφ. Ωςτόςο, ςτουσ 60°C 
παρατθρείται μια μικρι αφξθςθ παραγωγισ του πολυμεροφσ. Θ αφξθςθ αυτι 
πικανότατα οωείλεται ςτθν αυτοοξείδωςθ τθσ κατεχόλθσ ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ, 
με αποτζλεςμα το ςχθματιςμό πολυμεροφσ. 
 
5.3 Ρολυμεριςμόσ τθσ κατεχόλθσ  
 
 
Σο μόριο τθσ κατεχόλθσ, θ δομι του οποίου παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 5.8 , 
πολυμερίςτθκε ςε ςυνκικεσ κερμοκραςίασ 45°C και pH 6 για 24 ϊρεσ. 
 
 
 
 
                                                  Εικόνα 5.7 : Δομι τθσ κατεχόλθσ  
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Για τθ μελζτθ τθσ επιτυχίασ του πολυμεριςμοφ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ με τθ 
μζκοδο τθσ υπεριϊδουσ και ορατισ ωαςματομετρίασ (UV–Vis). Σα αποτελζςματα 
παρουςιάηονται ςτο διάγραμμα 5.4 
 
 
 
Διάγραμμα 5.4  : Μζτρθςθ τθσ απορρόωθςθσ ςυναρτιςει του μικουσ κφματοσ, θ μπλε 
γραμμι αντιςτοιχεί ςτο δείγμα ελζγχου, ενϊ θ κόκκινθ ςτο πολυμερζσ τθσ κατεχόλθσ  
 
 
Σο παραπάνω διάγραμμα παρουςιάηει αρκετζσ ομοιότθτεσ με αυτό του Sun [Sun et 
al., 2013]. Από το διάγραμμα παρατθρείται πωσ μια νζα κορυωι εμωανίςτθκε ςτα 
249 nm. Επίςθσ, ςχθματίηεται και μια άλλθ κορυωι ςτα 310 nm. ΢ε αυτι τθν 
κορυωι αναωζρεται και ο Sun με τουσ ςυνεργάτεσ του *Sun et al., 2013]. Θ κορυωι 
εξαωανίηεται ςτθ ςυνζχεια τθσ αντίδραςθσ, γεγονόσ που μπορεί να οωείλεται ςτο 
ςχθματιςμό ενδιάμεςων προϊόντων. Αυτά τα ενδιάμεςα κα μποροφςαν να 
αντιδράςουν αυκόρμθτα, ςχθματίηοντασ διμερι, ολιγομερι και πολυμερι. Θ 
κορυωι που αντιπροςωπεφει τα ενδιάμεςα εξαωανίηεται μετά από ζνα χρονικό 
διάςτθμα, λόγω τθσ κατανάλωςθσ των ενδιάμεςων κατά τθ διάρκεια τθσ 
αντίδραςθσ. Επίςθσ, το χρϊμα του διαλφματοσ τθσ κατεχόλθσ άλλαξε από άχρωμο 
ςε ςκοφρο καωζ κατά τθν διάρκεια τθσ ενηυμικισ οξείδωςθσ. Ο οξειδωτικόσ 
πολυμεριςμόσ οδιγθςε ςτθν παραγωγι τθσ δομισ ςφηευξθσ, κακιςτϊντασ το χρϊμα 
του διαλφματοσ να γίνει ςκοφρο *Sun et al., 2013].  
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Για τθν αξιολόγθςθ των δομικϊν ιδιοτιτων των ωαινολικϊν ενϊςεων και των 
αντίςτοιχων πολυμερϊν τουσ, δοκιμάςτθκαν τα ωάςματα FT-IR. 
 
 
 
 
Εικόνα 5.8 :Σο ωάςμα FT-IR τθσ κατεχόλθσ και πολφ(κατεχόλθσ), θ μπλε γραμμι αντιςτοιχεί 
ςτθν πολυ(κατεχόλθ), ενϊ θ κόκκινθ ςτο μονομερζσ τθσ κατεχόλθσ  
 
 
 
Παρατθρείται ότι το παραπάνω διάγραμμα παρουςιάηει αρκετζσ ομοιότθτεσ με 
αυτό του Sun [Sun et al., 2013]. Οι κορυωζσ μεταξφ των 3450 και 3320 cm-1 
οωείλονται ςτισ δονιςεισ των δεςμϊν O-H. Οι κορυωζσ μεταξφ των 1.600-1.500 cm-1 
αντιπροςωπεφουν τισ αρωματικζσ δονιςεισ, ενϊ οι κορυωζσ μεταξφ 1300 και 1.000 
cm-1 ςχθματίςτθκαν λόγω των δεςμϊν C-H, C- O, και C = O  [Sun et al., 2013]. Θ 
ομαλι ςτακερι δομι του πολυμεροφσ δίνει λίγεσ δονιςεισ δεςμϊν και ζνα ομαλό 
διάγραμμα FT-IR. Αντίκετα, το μονομερζσ δίνει περιςςότερεσ δονιςεισ, και ςυνεπϊσ 
περιςςότερεσ κορυωζσ ςτο διάγραμμα FT-IR.  
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5.4 Ρολυμεριςμόσ τθσ πυρογαλλόλθσ  
 
Θ πυρογαλλόλθ είναι μια οργανικι ζνωςθ, θ οποία παράγεται μζςω κζρμανςθσ του 
γαλλικοφ οξζοσ. Θ δομι τθσ απεικονίηεται ςτο ςχιμα 5.12. 
 
 
                                          Εικόνα 5.9 : Δομι τθσ πυρογαλλόλθσ  
 
Ο πολυμεριςμόσ τθσ πυρογαλλόλθσ πραγματοποιικθκε ςε κερμοκραςία 45°C και 
pH 6. 
 
 
Για τθ μελζτθ τθσ επιτυχίασ του πολυμεριςμοφ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ με τθ 
μζκοδο τθσ υπεριϊδουσ και ορατισ ωαςματομετρίασ (UV–Vis). Σα αποτελζςματα 
παρουςιάηονται ςτο διάγραμμα 5.5.  
 
 
 
Διάγραμμα 5.5 : Διάγραμμα τθσ απορρόωθςθσ ςυναρτιςει του μικουσ κφματοσ, θ μπλε 
γραμμι αντιςτοιχεί ςτο δείγμα ελζγχου, ενϊ θ κόκκινθ ςτο πολυμερζσ τθσ πυρογαλλόλθσ 
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Παρατθρείται πωσ δθμιουργοφνται νζεσ κορυωζσ ςτα 265,308,360 και 423 nm, 
κακϊσ αυξάνεται θ απορρόωθςθ. Οι κορυωζσ αυτζσ αυξάνονται με τθ πάροδο του 
χρόνου, και ςυνεπϊσ και με τθ δθμιουργία του πολυμεροφσ.  
 
 
 
Για τθν αξιολόγθςθ των δομικϊν ιδιοτιτων των ωαινολικϊν ενϊςεων και των 
αντίςτοιχων πολυμερϊν τουσ, δοκιμάςτθκαν τα ωάςματα FT-IR. 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.10 :Σο ωάςμα FT-IR τθσ πυρογαλλόλθσ και πολφ(πυρογαλλόλθσ), θ μπλε γραμμι 
αντιςτοιχεί ςτο πολυμερζσ τθσ πυρογαλλόλθσ, ενϊ θ κόκκινθ ςτο μονομερζσ  
 
Είναι ωανερό πωσ το μονομερζσ τροποποιείται από το ζνηυμο. Σο παραπάνω 
διάγραμμα παρουςιάηει αρκετζσ ομοιότθτεσ με αυτό που καταςκευάςτθκε από τον 
Güresir και τουσ ςυνεργάτεσ του *Güresir et al., 2004]. Οι διευρυμζνεσ κορυωζσ 
μεταξφ των 3450 και 3320 cm-1 οωείλονται ςτισ χαρακτθριςτικζσ δονιςεισ των 
δεςμϊν O-H τθσ πυρογαλλόλθσ. Οι κορυωζσ μεταξφ των 1470 και 1620 cm-1  
εμωανίηονται εξαιτίασ των δονιςεων του αρωματικοφ δακτυλίου C=C. Θ ομαλι 
ςτακερι δομι του πολυμεροφσ δίνει λίγεσ δονιςεισ δεςμϊν και ζνα ομαλό 
διάγραμμα FT-IR. Αντίκετα, το μονομερζσ δίνει περιςςότερεσ δονιςεισ, και ςυνεπϊσ 
περιςςότερεσ κορυωζσ ςτο διάγραμμα FT-IR. 
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5.5 Ρολυμεριςμόσ του γαλλικοφ οξζοσ 
 
Σο γαλλικό οξφ είναι ζνα ωαινολικό οξφ, το οποίο χρθςιμοποιείται ευρζωσ ςτθ 
ωαρμακοβιομθχανία. Θ δομι του ωαίνεται ςτθν παρακάτω εικόνα.  
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5.11: Δομι γαλλικοφ οξζοσ 
 
Ο πολυμεριςμόσ του πραγματοποιικθκε ςε κερμοκραςία 45°C και pH 6. 
 
 
Για τθ μελζτθ τθσ επιτυχίασ του πολυμεριςμοφ, πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ με τθ 
μζκοδο τθσ υπεριϊδουσ και ορατισ ωαςματομετρίασ (UV–Vis). Σα αποτελζςματα 
παρουςιάηονται ςτο διάγραμμα 5.6.  
 
 
 
 
Διάγραμμα 5.6 : Διάγραμμα τθσ απορρόωθςθσ ςυναρτιςει του μικουσ κφματοσ, θ μπλε 
γραμμι αντιςτοιχεί ςτο δείγμα ελζγχου, ενϊ θ κόκκινθ ςτο πολυμερζσ του γαλλικοφ οξζοσ 
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Παρατθρείται πωσ δθμιουργοφνται νζεσ κορυωζσ ςτα 250 και 393 nm. Οι κορυωζσ 
αυτζσ αυξάνονται με τθ πάροδο του χρόνου, και ςυνεπϊσ και με τθ δθμιουργία του 
πολυμεροφσ.  
 
Για τθν αξιολόγθςθ των δομικϊν ιδιοτιτων των ωαινολικϊν ενϊςεων και των 
αντίςτοιχων πολυμερϊν τουσ, δοκιμάςτθκαν τα ωάςματα FT-IR. 
 
 
 
 
Εικόνα 5.12 :Σο ωάςμα FT-IR του γαλλικοφ οξζοσ και του πολφ(γαλλικοφ) οξζοσ, θ μπλε 
γραμμι αντιςτοιχεί ςτο πολυμερζσ του γαλλικοφ οξζοσ, ενϊ θ κόκκινθ ςτο μονομερζσ  
 
 
Είναι ωανερό πωσ το μονομερζσ τροποποιείται από το ζνηυμο. Θ ομαλι ςτακερι 
δομι του πολυμεροφσ δίνει λίγεσ δονιςεισ δεςμϊν και ζνα ομαλό διάγραμμα FT-IR. 
Αντίκετα, το μονομερζσ δίνει περιςςότερεσ δονιςεισ, και ςυνεπϊσ περιςςότερεσ 
κορυωζσ ςτο διάγραμμα FT-IR. 
 
 
Παρατθρείται ότι  οι ηϊνεσ μεταξφ 3.500 και 3.300 cm-1 που υπιρχαν ςε όλα 
FT-IR ωάςματα των δειγμάτων και ανικουν ςτισ ωαινολικζσ Ο- Θ ηϊνεσ δονιςεισ 
ζγιναν ευρφτερεσ μετά από επϊαςθ με τθ λακκάςθ. Αυτό κα μποροφςε να 
προκλθκεί από τθν οξειδωτικι αντίδραςθ που καταλφεται από τθ λακκάςθ. Οι 
ηϊνεσ ςτα 1.600-1.500 cm-1 αντιπροςωπεφουν τισ αρωματικζσ δονιςεισ. Οι ηϊνεσ 
μεταξφ 1300 και 1.000 cm-1 ςχθματίςτθκαν λόγω των διαωόρων δομϊν δόνθςθσ, 
όπωσ C-H, C- O, και C = O. Όλα τα δείγματα παρουςίαςαν αυτζσ τισ κορυωζσ. Σζλοσ, 
κακϊσ τα πολυμερι ζχουν πιο άκαμπτεσ ομάδεσ ςε ςφγκριςθ με τα μονομερι, οι 
εντάςεισ των ηωνϊν απορρόωθςθσ μεταξφ 1600 και 1000  cm-1 των πολυμερϊν 
τείνουν να αποδυναμωκοφν.  
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5.6 Ρολυμεριςμόσ ανιλίνθσ, υδροκινόνθσ, κερςετίνθσ, καφεϊκοφ οξζοσ  
 
 
Εξετάςτθκαν περαιτζρω υποςτρϊματα, όπωσ θ ανιλίνθ, θ υδροκινόνθ και θ 
κερςετίνθ και το καωεϊκό οξφ. Παρατθρικθκε αλλαγι ςτο χρϊμα τθσ αντίδραςθσ, 
ωςτόςο δεν υπιρχε θ δυνατότθτα απομόνωςθσ του πολυμεροφσ, αν και υπάρχουν 
αναωορζσ για τον επιτυχι πολυμεριςμό αυτϊν των ενϊςεων από λακκάςεσ 
προερχόμενεσ από άλλουσ μικροοργανιςμοφσ *Junker et al., 2013]. O Junker, για 
παράδειγμα, αναωζρει τον ενηυμικό πολυμεριςμό τθσ ανιλίνθσ ςε πολυανιλίνθ 
(PANI) με καταλφτθ λακκάςθ από Trametes versicolor ςε υδατικό μζςο.  
 
Οι δομζσ των μορίων που μελετικθκαν παρουςιάηονται ςτισ παρακάτω εικόνεσ: 
 
 
 
Εικόνα 5.13 : Δομι ανιλίνθσ 
 
 
 
Εικόνα 5.14: Δομι υδροκινόνθσ 
 
 
 
Εικόνα 5.15 : Δομι κερςετίνθσ 
 
 
 
Εικόνα 5.16 : Δομι καωεϊκοφ οξζοσ 
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Ο πολυμεριςμόσ των παραπάνω αρωματικϊν ενϊςεων πραγματοποιικθκε ςε 
κερμοκραςία 45°C και pH 6 για 24 ϊρεσ. 
 
Όςο αναωορά τθν ανιλίνθ και το καωεικό οξφ, καταςκευάςτθκαν τα διαγράμματα 
από τθ μελζτθ τθσ υπεριϊδουσ και ορατισ ωαςματομετρίασ (UV–Vis).  
 
 
 
 
 
Διάγραμμα 5.7: Διάγραμμα τθσ απορρόωθςθσ τθσ ανιλίνθσ ςυναρτιςει του μικουσ 
κφματοσ, θ μπλε γραμμι αντιςτοιχεί ςτο δείγμα ελζγχου, ενϊ θ κόκκινθ ςτο πολυμερζσ τθσ 
ανιλίνθσ  
 
Παρατθρείται πωσ δθμιουργοφνται νζεσ κορυωζσ ςτα 254 και 379 nm. Οι κορυωζσ 
αυτζσ αυξάνονται με τθ πάροδο του χρόνου, και ςυνεπϊσ και με τθ δθμιουργία του 
πολυμεροφσ. Παρόλο τθν ζνδειξθ για τθν φπαρξθ πολυμεροφσ, δεν υπιρχε θ 
δυνατότθτα απομόνωςισ του. 
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Διάγραμμα 5.8 : Διάγραμμα τθσ απορρόωθςθσ του καωεϊκοφ οξζοσ ςυναρτιςει του μικουσ 
κφματοσ, θ μπλε γραμμι αντιςτοιχεί ςτο δείγμα αναωοράσ, ενϊ θ κόκκινθ ςτο πολυμερζσ 
του καωεϊκοφ οξζοσ 
 
Δε παρατθρικθκε καμία μετατροπι του υλικοφ οφτε λιωκθκαν διαγράμματα UV-
Vis, που να υποδεικνφουν τον πολυμεριςμό του υλικοφ, κακϊσ από το διάγραμμα 
ωαίνεται πωσ οι καμπφλεσ τθσ αντίδραςθσ του καωεϊκοφ οξζοσ καταλυόμενθ από 
λακκάςθ και του δείγματοσ αναωοράσ ςχεδόν ςυμπίπτουν. 
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Κεφάλαιο 6. Συμπεράςματα - Μελλοντικέσ 
Προοπτικέσ  
 
 
        Σθ ςθμερινι εποχι, τα κερμοςτακερά ζνηυμα παρουςιάηουν μεγάλο 
βιοτεχνολογικό και βιομθχανικό ενδιαωζρον, διότι κακίςτανται κατάλλθλα ςε 
βιομθχανικζσ διεργαςίεσ, οι οποίεσ απαιτοφν υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Οι κερμόωιλοι 
οργανιςμοί αποτελοφν μια ςθμαντικι πθγι αυτϊν των ενηφμων. Ο M.thermophila 
είναι ζνασ κερμόωιλοσ αερόβιοσ μφκθτασ, ο οποίοσ παράγει  μια πλθκϊρα 
κερμοςτακερϊν ενηφμων, τα οποία ζχουν απομονωκεί και χαρακτθριςτεί. Ζνα από 
αυτά τα ζνηυμα είναι οι λακκάςεσ, οι οποίεσ είναι μπλε οξειδάςεσ με πολλαπλά 
ιόντα χαλκοφ που καταλφουν τθν οξείδωςθ μιασ μεγάλθσ ποικιλίασ  ωυςικϊν 
υποςτρωμάτων (ωαινόλεσ, πολυωαινόλεσ, ανιλίνεσ, αρφλιο διαμίνεσ, μεκοξυ-
υποκατεςτθμζνεσ ωαινόλεσ, βενηινεκιόλεσ, ανόργανεσ / οργανικζσ μεταλλικζσ 
ενϊςεισ και πολλά άλλα), που είναι θ κφρια αιτία που τισ κακιςτά ελκυςτικζσ για  
δεκάδεσ βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ. Οι λακκάςεσ ζχουν αποκτιςει ςθμαντικι 
προςοχι τα τελευταία χρόνια ςτον τομζα τθσ βιοτεχνολογίασ, λόγω διαωόρων 
πλεονεκτθμάτων τουσ ςε ςφγκριςθ με άλλα οξειδωτικά ζνηυμα, όπωσ το μεγάλο 
εφροσ υποςτρωμάτων, θ υψθλι ςτακερότθτα και το γεγονόσ ότι το νερό είναι το  
μοναδικό παραπροϊόν των αντιδράςεων που καταλφονται από αυτά τα ζνηυμα. 
      ΢τθν παροφςα διπλωματικι εργαςία πραγματοποιικθκε κλωνοποίθςθ και 
ετερόλογθ ζκωραςθ ενόσ γονιδίου του μφκθτα M.thermophila, το οποίο 
κωδικοποιεί μια λακκάςθ. Θ νουκλεοτιδικι αλλθλουχία του γονιδίου αναςφρκθκε 
από τθ βάςθ δεδομζνων Genome Portal. ΢τθ ςυνζχεια, ενιςχφκθκε ποςοτικά με τθ 
μζκοδο τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ, ενϊ το γονίδιο που 
αποτελοφταν μόνο από τισ τρείσ κωδικοποιοφςεσ περιοχζσ λιωκθκε από τθν 
αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ επικάλυψθσ/ επζκταςθσ. Ζπειτα, το γονίδιο 
αυτό τοποκετικθκε ςτον ωορζα pPICZaA και μεταωζρκθκε ςτα επιδεκτικά κφτταρα 
του ηυμομφκθτα P.pastoris. Ωσ ευκαρυωτικόσ οργανιςμόσ, θ ηφμθ P. pastoris ζχει τα 
πλεονεκτιματα των ανϊτερων ευκαρυωτικϊν ςυςτθμάτων ζκωραςθσ, όπωσ είναι θ 
ικανότθτα μεταμεταωραςτικϊν τροποποιιςεων, οι οποίεσ είναι ςθμαντικζσ για τθν 
επεξεργαςία των πρόδρομων πρωτεϊνικϊν μορίων, τθ δθμιουργία διςουλωιδικϊν 
δεςμϊν και τθ γλυκοηυλίωςθ. Θ υπερζκωραςθ ιταν επιτυχισ και θ μελζτθ του 
γονιδίου πραγματοποιικθκε ςε καλλιζργειεσ μικρισ κλίμακασ. Θ μελζτθ κατζδειξε 
ικανοποιθτικά επίπεδα ανάπτυξθσ τθσ βιομάηασ, όμωσ θ λθωκείςα πρωτεΐνθ δε 
παρουςίαηε τθν αναμενόμενθ ενεργότθτα ςτο υπόςτρωμα ABTS. Ωςτόςο, θ μελζτθ 
ςυνεχίςτθκε με θλεκτροωόρθςθ τθσ πρωτεΐνθσ  ςε πικτωμα πολυακριλαμιδίου. Σα 
μελλοντικά πειράματα ςτοχεφουν ςτθν διερεφνθςθ τθσ ενεργότθτασ του ενηφμου με 
τθ χριςθ άλλων υποςτρωμάτων, κακϊσ και ςτο χαρακτθριςμό του.      
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        Επίςθσ, ςτα πλαίςια τθσ βιοτεχνολογικισ αξιολόγθςθσ τθσ εμπορικισ λακκάςθσ, 
πραγματοποιικθκε ο ενηυμικόσ πολυμεριςμόσ τθσ κατεχόλθσ, τθσ πυρογαλλόλθσ, 
κακϊσ και του γαλλικοφ οξζοσ καταλυόμενοσ με λακκάςθ  ςε βζλτιςτθ κερμοκραςία 
30°C και pH = 6 ςε ρυκμιςτικό διάλυμα Na2HPO4 - Na2H2PO4 ςε κλειςτό ςφςτθμα με 
επαρκζσ οξυγόνο. Εξετάςτθκαν ακόμα και άλλεσ αρωματικζσ ενϊςεισ, όπωσ θ 
κατεχίνθ, θ ανιλίνθ, θ κερςετίνθ, θ υδροκινόνθ και το καωεϊκό οξφ. Αν και 
παρατθρικθκε αλλαγι ςτο χρϊμα τθσ αντίδραςθσ, δεν υπιρχε θ δυνατότθτα 
απομόνωςθσ του πολυμεροφσ. Παρόλα αυτά, θ μελλοντικι μελζτθ οωείλει να 
εξετάςει τισ αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ και άλλων αρωματικϊν υποςτρωμάτων. 
Επίςθσ, θ αξιοποίθςθ των ιδιοτιτων των πολυμερϊν ςε βιοτεχνολογικζσ και 
βιομθχανικζσ εωαρμογζσ κακίςταται μια μελλοντικι πρόκλθςθ. Θ ζρευνα κα 
μποροφςε να κατευκυνκεί ςτθν καταςκευι πολυμερϊν ι ετεροπολυμερϊν με 
ιδιότθτεσ όπωσ θ θλεκτρικι αγωγιμότθτα ι θ κερμικι αντοχι. ΢υμπεραςματικά, 
εξαιτίασ των πολφπλευρων βιοχθμικϊν ιδιοτιτων τουσ, τθν υψθλι πρωτεϊνικι τουσ 
ςτακερότθτα, το εφροσ  του ωάςματοσ των υποςτρωμάτων και του μεγάλου εφρουσ 
των εωαρμογϊν τουσ, οι λακκάςεσ είναι χριςιμοι βιοκαταλφτεσ  και με τθν 
εωαρμογι τουσ ςε αντιδράςεισ πολυμεριςμοφ, τα ωαινολικά υποςτρϊματα 
μποροφν να αποτελζςουν μια εναλλακτικι διεργαςία για το ςχθματιςμό πολυμερϊν 
με πρωτότυπεσ δομζσ. 
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Παράρτημα 
 
΢φγκριςθ του γονιδίου με ιντρόνια και wild type : 
 
Gene with introns 
 
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 
 
WT              -ATGTTACTTTCGAAACTATCTATTC-------TGCTTGC-CAAATGGCTGTCCGT-TGC 50 
Sample          GGWGACTCCTATAGGGCGATTGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGA 60 
                   *   * *      * **     *       *** *** * *  *** * * ** **  
 
WT              TGTGTAT--GC----------------CGGAACTCTTGTCCATGATGAACAGTTCATCCC 92 
Sample          TGGATATCTGCAGAATTCAGGCGAATTCGGAACTCTTGTCCATGATGAACAGTTCATCCC 120 
                **  ***  **                ********************************* 
 
WT              GGACCATATTCTCAGGGTATCCGTTGCCCAGGTGCCCTCGGCTTGCGAGAACCGGGAAGA 152 
Sample          GGACCATATTCTCAGGGTATCCGTTGCCCAGGTGCCCTCGGCTTGCGAGAACCGGGAAGA 180 
                ************************************************************ 
 
WT              CGTTGTCGTCAACGGGACCTCACCGGGGCCTGCCATACACTTGCTTCCTGGCGCTAGGAC 212 
Sample          CGTTGTCGTCAACGGGACCTCACCGGGGCCTGCCATACACTTGCTTCCTGGCGCTAGGAC 240 
                ************************************************************ 
 
WT              TTGGATCCGTGTCTACAATGACATGAATGACCGGAACCTTAGCATGGTGAGTAGAGCAGC 272 
Sample          TTGGATCCGTGTCTACAATGACATGAATGACCGGAACCTTAGCATGGTGAGTAGAGCAGC 300 
                ************************************************************ 
 
WT              GCTTCTGTACTCATGGAATGCACGGGCACTGATGAGACTCGCAGCATTGGCACGGCCTTT 332 
Sample          GCTTCTGTACTCATGGAATGCACGGGCACTGATGAGACTCGCAGCATTGGCACGGCCTTT 360 
                ************************************************************ 
 
WT              CTCAGCGATTCGCCCCGTTCTCCGACGGGACACCATCCGCAACGCAATGGCCCATACCGC 392 
Sample          CTCAGCGATTCGCCCCGTTCTCCGACGGGACACCATCCGCAACGCAATGGCCCATACCGC 420 
                ************************************************************ 
 
WT              CCGGGCACTTCTTCGACTACGAAATTCTGACCGAACCAGAAGACGCAGGGACATACTTCT 452 
Sample          CCGGGCACTTCTTCGACTACGAAATTCTGACCGAACCAGAAGACGCAGGGACATACTTCT 480 
                ************************************************************ 
 
WT              ACCATTCACACGTGGGCATGCAGGCGCTGAGCTGCACCGGGCCCTTGATCGTGGAGGACT 512 
Sample          ACCATTCACACGTGGGCATGCAGGCGCTGAGCTGCACCGGGCCCTTGATCGTGGAGGACT 540 
                ************************************************************ 
 
WT              GTGGATCATCACCGTACCACTACGACGACGAGCGAATACTGCTATTCCAAGACCACTTCC 572 
Sample          GTGGATCATCACCGTACCACTACGACGACGAGCGAATACTGCTATTCCAAGACCACTTCC 600 
                ************************************************************ 
 
WT              AGAAGAGCGATCTCGAAATGATTCAAGGCCTGACGTCAACGCAGTTCACGTGGACCGGCG 632 
Sample          AGAAGAGCGATCTCGAAATGATTCAAGGCCTGACGTCAACGCAGTTCACGTGGACCGGCG 660 
                ************************************************************ 
 
WT              AGACACGGGGTATCTTACTGAACGGCAGGGGCGTCTCGCCGAACCAAGCAGCCGTCCAGG 692 
Sample          AGACACGGGGTATCTTACTGAACGGCAGGGGCGTCTCGCCGAACCAAGCAGCCGTCCAGG 720 
                ************************************************************ 
 
WT              GCCGACCAGGCGAAGCCAGCGGCTTCTTTGGAAGCCACCGTTTCTCAAATTTCCGCGCGG 752 
Sample          GCCGACCAGGCGAAGCCAGCGGCTTCTTTGGAAGCCACCGTTTCTCAAATTTCCGCGCGG 780 
                ************************************************************ 
 
WT              GTGATGGCACCTCCAACTCCTGGGATGGGATACGTGGCGATGATCAGATCGAACCTCCAA 812 
Sample          GTGATGGCACCTCCAACTCCTGGGATGGGATACGTGGCGATGATCAGATCGAACCTCCAA 840 
                ************************************************************ 
 
WT              CTGACTGCACTCTCCCGGTCATCGATGTCGAGCCGGGCAAGACTTACCGGCTCCGCTTCA 872 
Sample          CTGACTGCACTCTCCCGGTCATCGATGTCGAGCCGGGCAAGACTTACCGGCTCCGCTTCA 900 
                ************************************************************ 
 
WT              TTGGTGCCACAGGCCTGTCCCTTTTGACGATGGGTTTCGAGGATCACAACGATCTCACTA 932 
Sample          TTGGTGCCACAGGCCTGTCCCTTTTGACGATGGGTTTCGAGGATCACAAC---------- 950 
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                **************************************************           
 
WT              TTGTTCAGGTCGACGGCAGCGAGTACAATGCGCCGGTAACGGTTGACCATATCCAGCTCG 992 
Sample          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
WT              GCGGAGGTCAACGTTTCGACGTTCTTCTCCGCACCAAGACGGCCGAGGAGCTCAGATGCA 1052 
Sample          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
WT              ACGGCGACAAGACCACCTATTTCCTGCAATTTGAAACCCGCGATCGTCCCGATCCCTACC 1112 
Sample          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
WT              GCGGCTATGGCGTCCTACGGTATAATCTCGGCACTCCGGTCCCCGCCGCCCCCACGACTC 1172 
Sample          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
WT              CGGCGCTCACTCTCCCGGCCGAAGTCAACAACTGGCTGGAATACACTTTCCAGCCACTTC 1232 
Sample          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
WT              ATCCTTCGAGCAGCTTGTCTCCCACGGCCGAAGAGGTCACCCGCCGCGTCATTCTCGAAG 1292 
Sample          -------------------------------------CACCCGCCGCGTCATTCTCGAAG 973 
                                                     *********************** 
 
WT              CCGAGCAAAAGATCGACCCTGCAACCGGTCGCCTTGTCTGGAAGCTCGCGCACATGACCT 1352 
Sample          CCGAGCAAAAGATCGACCCTGCAACCGGTCGCCTTGTCTGGAAGCTCGCGCACATGACCT 1033 
                ************************************************************ 
 
WT              GGACTGACATGTCACGCGACAAGCCGGTGCTAGTCGACATATACGAGCGCGGGGAGGCCG 1412 
Sample          GGACTGACATGTCACGCGACAAGCCGGTGCTAGTCGACATATACGAGCGCGGGGAGGCCG 1093 
                ************************************************************ 
 
WT              CCATGCCGGACTATGCCGCGGCGCTGACCAACTACGGCTGGGATCCGGCAACGAAGCTGT 1472 
Sample          CCATGCCGGACTATGCCGCGGCGCTGACCAACTACGGCTGGGATCCGGCAACGAAGCTGT 1153 
                ************************************************************ 
 
WT              TCCCCGCGAAGAAAGACGAGGTGCTCGAGATTGTGATCCAGAACACGGGATCGCACTACA 1532 
Sample          TCCCCGCGAAGAAAGACGAGGTGCTCGAGATTGTGATCCAGAACACGGGATCGCACTACA 1213 
                ************************************************************ 
 
WT              GCGGTGCCAGCGGCATCGTCGAGACGCACCCCTTCCACGCCCACGGTCAGCACTTCTACG 1592 
Sample          GCGGTGCCAGCGGCATCGTCGAGACGCACCCCTTCCACGCCCACGGTCAGCACTTCTACG 1273 
                ************************************************************ 
 
WT              ATGTGGGCAGTGGGCCCGGCAAGTACGATCCCGAGGCCAATAACGCCAAGCTGGCGAGCT 1652 
Sample          ATGTGGGCAGTGGGCCCGGCAAGTACGATCCCGAGGCCAATAACGCCAAGCTGGCGAGCT 1333 
                ************************************************************ 
 
WT              TGGGATACCGGCCAATCAAGCGGGACACGACAATGGTGTACCGGTACGGCGAAGGCAAGG 1712 
Sample          TGGGATACCGGCCAATCAAGCGGGACACGACAATGGTGTACCGGTACGGCGAAGGCAAGG 1393 
                ************************************************************ 
 
WT              TGGCGCCCGGCGAGCCGGCCGGGTGGAGGGCGTGGAGGATGAAGATGAACAATCCTGGCG 1772 
Sample          TGGCGCCCGGCGAGCCGGCCGGGTGGAGGGCGTGGAGGATGAAGATGAACAATCCTGGCG 1453 
                ************************************************************ 
 
WT              TGTGGATGGTGCACTGTCACATTCTGGCACACATGATCATGGGTGAGTATATTAACCTGA 1832 
Sample          TGTGGATGGTGCACTGTCACATTCTGGCACACATGATCATGGGTGAGTATATTAACCTGA 1513 
                ************************************************************ 
 
WT              TGTCTCATTTGCGTAGCTTGTGCTTTGCCGGATGGCATTTGCTGACATGAGGCTGTGTTC 1892 
Sample          TGTCTCATTTGCGTAGCTTGTGCTTTGCCGGATGGCATTTGCTGACATGAGGCTGTGTTC 1573 
                ************************************************************ 
 
WT              TCAGGCATGGAAACGATCTGGGTGGTCGGAGACGCCGAGGACATCGTCACAATTCCGTTG 1952 
Sample          TCAGGCATGGAAACGATCTGGGTGGTCGGAGACGCCGAGGACATCGTCACAATTCCGTTG 1633 
                ************************************************************ 
 
WT              TCTGTGAGCCAGAACTACTTCACATACGGCGGCAGCGTCTACGGAAATGATACACACGCC 2012 
Sample          TCTGTGAGCCAGAACTACTTCACATACGGCGGCAGCGTCTACGGAAATGATACACACGCC 1693 
                ************************************************************ 
 
WT              CCAGAGGTTTATCACTATTTCGACGACACGAACAAATGTTGTGCCGCGGGGGCCGGGGAT 2072 
Sample          CCAGAGGTTTATCACTATTTCGACGACACGAACAAATGTTGTGCCGCGGGGGCCGGGGAT 1753 
                ************************************************************ 
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WT              AGTGAGGATTCCGGTCA-CTAA-------------------------------------- 2093 
Sample          AGTGAGGATTCCGGTCATCTAGAGCCCTGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTG 1813 
                ***************** ***                                        
 
WT              ------------------------------------------------------------ 
Sample          GATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTAACGCGTCACCTAAAT 1873 
                                                                             
 
WT              --------------------------- 
Sample          AGCTGGCGTAWACAKGTCMAACGGCSG 1900 
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